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RESUMEN

La formacion del edema idnico y su progresion a hemorragia es una fisiopatologia
asociada con el aumento en la mortalidad en pacientes que sufren isquemia
cerebral. Investigaciones previas han asociado la formacion del edema con una
disfuncion de las células del endotelio vascular cerebral (EnVC), las cuales integran
la barrera hematoencefalica. El proceso inicia tras el déficit energético, con el
aumento en el flujo de Na+ que promueve el arrastre de agua a través de las
acuaporinas (AQP4) desde los vasos sanguineos hacia el tejido cerebral; de esta
manera se altera gradualmente la homeostasis e incrementa el volumen de agua en
el parénquima. El receptor de sulfonilurea 1 (SUR1) es una proteina inducible que
en cerebro regula la actividad del canal TRPM4, un canal que transporta Na*, cuya
inhibicion tiene un efecto protector en isquemia. Por otro lado, la transcripcion del
gen Abcc8 que codifica para SUR1 depende principalmente de la actividad de
factores transcripcionales modulados por el ambiente redox intracelular. Objetivo:
Dado que el estrés oxidante esta implicado en el dafio celular inducido en la
isquemia, el objetivo del presente estudio fue evaluar si el antioxidante resveratrol
(RSV) prevenia el dafio cerebral al reducir la expresion de novo de SUR1 en
condiciones de isquemia cerebral. Métodos: Utilizando un modelo in vivo de
isquemia cerebral transitoria por oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQO) se
evaluo el volumen de infarto cerebral, la condicion neuroldgica, el tiempo de
supervivencia, la extravasacion de azul de Evans y contenido de agua. El
mecanismo de accién del RSV se estudié en el modelo de privacidn de oxigeno y
glucosa (OGD) en una linea celular de EnVC, evaluando la actividad de union al
ADN de factores transcripcionales mediante ensayos de cambio de movilidad
electroforética, la expresion de la proteina SUR1 evaluada por qPCR,
inmunofluorescencia y Western blot. Resultados: Encontramos que el RSV reduce
significativamente el volumen del infarto y el edema cerebral, evitando el dafio de la
barrera hematoencefalica; también mejoré el estado neurologico y aumentd la
supervivencia. Nuestros hallazgos sugieren que la actividad antioxidante del RSV
inhibe la expresion de SUR1 y AQP4; por lo tanto, el RSV representa una alternativa

terapéutica para la reduccion del edema en el accidente cerebrovascular.



ABSTRACT

The ionic edema and its progression to hemorrhage is a pathophysiology associated
with increased mortality in patients suffering from cerebra lischemia. Previous
research has associated the formation of edema with a dysfunction of the cerebral
vascular endothelial cells (EnVC), which form the blood-brain barrier. The process
begins after the energy deficit, with the increase in the flow of Na* that promotes the
entrainment of water through the aquaporins (AQP4) from the blood vessels to the
brain tissue; in this way homeostasis is gradually altered and the water volume in
the parenchyma is increased. The sulfonylurea receptor 1 (SUR1) is an inducible
protein that regulates the activity of the TRPM4 channel in the brain, a channel that
transports Na*, and his inhibition has a protective effect in ischemia. On the other
hand, the transcription of the Abcc8 gene that codes for SUR1 depends mainly on
the activity of transcriptional factors modulated by the intracellular redox
environment. Objective: Owing to that oxidative stress is involved in the cellular
damage induced in ischemia, the objective of this study was to evaluate if the
antioxidant resveratrol (RSV) can prevent brain damage by reducing the de novo
expression of SUR1 in the ischemic brain. Methods: Using an in vivo model of
transient cerebral ischemia by occlusion of the middle cerebral artery (MCAO),
cerebral infarct volume, neurological condition, survival time, Evans blue
extravasation and water content were evaluated. The molecular mechanism was
studied in the oxygen and glucose deprivation (OGD) model unsing an EnVC cell
line, evaluating the DNA binding activity of transcriptional factors through
Electrophoretic Mobility Shift Assay, the expression of the protein SUR1 presented
by qPCR, immunofluorescence and Western blot. Results: We found that RSV
significantly reduces the volume of infarction and cerebral edema, avoiding damage
to the blood-brain barrier; neurological status also improved and survival increased.
Our findings suggest that the antioxidant activity of RSV inhibits the expression of
SUR1 and AQP4; therefore, RSV represents a therapeutic alternative for the
reduction of edema in stroke.



I. INTRODUCCION

La enfermedad vascular cerebral (EVC) es un trastorno neurolégico que se
caracteriza por la reduccion subita en el flujo sanguineo cerebral. Este padecimiento
esta clasificado en dos tipos principales: el hemorragico y el isquémico. La EVC de
tipo hemorragico se origina con la ruptura de un vaso sanguineo cerebral, mientras
que la de tipo isquémico se debe a la formacion de un émbolo o trombo en una
arteria cerebral importante que en la mayoria de los casos es la arteria cerebral
media (MCA) (Durukan y Tatlisumak, 2007). En la EVC de tipo isquémico, la
obstruccion conlleva a una inmediata reduccion de la actividad neurolégica en la
zona directamente irrigada por la arteria ocluida, formandose el nucleo isquémico o
zona de infarto, region donde el dafo neuronal es irreversible. Sin embargo,
rodeando ala zona de infarto, existe una segunda zona de dafio denominada
penumbra, la cual permanece funcional debido a la perfusion colateral; aunque
existe el riesgo potencial de que esta zona se afecte irreversiblemente si el flujo
sanguineo no es restablecido durante las primeras horas de la isquemia (Durukan
y Tatlisumak, 2007).

De manera notable, cerca del 85% de los accidentes cerebro vasculares son
de tipo isquémico. A nivel mundial las muertes por complicaciones por isquemia
cerebral representan la 2° causa de muerte siendo responsables de 5,4 millones de
muertes cada afo (Soler y Ruiz, 2010; Guzik y Bushnell, 2017). En México, en los
ultimos afios ocuparon el 6° lugar entre las principales causas de muerte, con una
incidencia de 35,000 muertes cada afio de acuerdo con datos del INEGI 2017 y el

sistema nacional de informacion en salud (2015).

Desafortunadamente el unico procedimiento aprobado para tratar la isquemia
cerebral es la rapida restauracion del flujo sanguineo, también llamada reperfusion,
ya sea utilizando farmacos, principalmente anti-tromboliticos, o de manera
quirurgica (tromboplastia) (Goyal et al., 2016). Con la reperfusion se pueden

restablecer las condiciones fisioldgicas; sin embargo, la ventana terapéutica es



reducida, con un tiempo limitado de hasta 4.5 h después del inicio de los sintomas
para el activador de plasminogeno tisular (IV-tPA) y maximo de 6 h para la

trombectomia mecanica endovascular (Bhaskar et al., 2018).
1.1. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en isquemia

Durante la isquemia cerebral la reduccion del flujo sanguineo conlleva a una
inmediata reduccion en las concentraciones de oxigeno y glucosa que llegan al
tejido, provocando un déficit energético que afecta de manera inevitable la actividad
de las proteinas que dependen de sustratos energéticos. Una de las proteinas
principalmente afectadas es la bomba de sodio y potasio (Na*/K*-ATPasa), la cual
utiliza el ATP como sustrato para mantener el potencial de membrana celular. Su
inactivacion afecta la funcion de proteinas cuya actividad depende del gradiente
Na*/K*.

Un ejemplo claro donde la inactivacion de la Na*/K*-ATPasa tiene
consecuencias inmediatas es la concentracion de glutamato presente en el espacio
sinaptico, generando lo que se denomina proceso de excitotoxicidad. Se inicia con
la liberacion excesiva de este neurotransmisor al medio extracelular debido a la
despolarizacion andxica constante de neuronas ubicadas en la region de infarto
(Durukan y Tatlisumak, 2007; Moskowitz et al., 2010). Ademas, se altera la actividad
de los transportadores de glutamato expresados en la membrana de las células
gliales, que normalmente internalizan glutamato en favor del gradiente de Na®.
Durante un episodio de isquemia cerebral las células gliales se despolarizan, lo que
impide el funcionamiento del transportador que incluso puede trabajar de forma
inversa impulsando glutamato al medio extracelular (Durukan y Tatlisumak, 2007;
Arango Davila et al., 2008; Moskowitz et al., 2010). De esta manera, se propicia que
la concentracion de este aminoacido excitador aumente en el espacio extracelular
mas alla de la sinapsis hasta alcanzar concentraciones toxicas (Zhang et al., 2011;
Zhou et al., 2015)

El aumento en las concentraciones de glutamato en el espacio extracelular

tiene como consecuencia la sobre activacion de sus receptores neuronales del tipo



ionotropico  activado por el N-metil-D-aspartato (NMDA) localizados
extrasinapticamente (Hardingham, 2010). Estos receptores son altamente
permeables a Ca?" y no se desensibilizan, por lo que se desencadena una
internalizacién masiva de Ca?* al espacio citoplasmatico neuronal (Nakamichi y
Yoneda, 2005; Hardingham, 2010) En condiciones fisiolégicas la mitocondria
amortigua la concentracion citoplasmatica de Ca?*; sin embargo, en la isquemia
cerebral se sobrepasa esta capacidad provocando un dafio mitocondrial irreversible
asociado al incremento sostenido en la carga citoplasmatica de Ca?* que provoca
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Nicholls y Ward, 2000). Ademas,
se sobreactivan enzimas citoplasmaticas dependientes Ca?* que incluyen calpainas,

fosfolipasas, la 6xido nitrico sintasa (NOS) y endonucleasas (Murphy, 2009).

Adicional a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, el déficit
energético generado durante la isquemia cerebral disminuye la sintesis de sustratos
energéticos como el nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) y el flavin adenin
dinucleodtido (FADH2) necesarios para el adecuado flujo de electrones a través de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial. Al interrumpirse el flujo de
electrones se favorece su acumulacion en el espacio intermembrana. En
consecuencia, los electrones acumulados interactuan con el oxigeno que retorna al
tejido al restablecerse el flujo sanguineo. De esta manera, se induce la formacion
de ERO, la cual aumenta rapidamente y alcanzan su concentracion maxima durante
los primeros minutos de la reperfusion. En esta etapa se genera principalmente
anion superodxido (O'2) pero también perdxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo
(HO) (Nicholls y Ward, 2000; Murphy, 2009; Moskowitz et al., 2010). Ademas de las
ERO de origen mitocondrial generadas durante la reperfusion, multiples sistemas
enzimaticos como la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa (Nox) y la NOS participan

en la produccion de ERO durante este proceso (Granger y Kvietys, 2015).
1.2 Pérdida de la homeostasis intracelular de ERO

En condiciones fisiologicas la concentracion de ERO intracelulares se
mantienen relativamente estables, en un equilibrio dinamico que es mantenido por

diversos procesos celulares que producen y eliminan las ERO del sistema. Por



ejemplo, durante el metabolismo de la glucosa, la mitocondria libera ERO como un
subproducto de desecho de varias reacciones bioquimicas necesarias de la
respiracion mitocondrial (Grivennikova y Vinogradov, 2013). La principal ERO
generada en la cadena respiratoria mitocondrial es el O generado principalmente
por los complejos mitocondriales 1 y Ill. El O es rapidamente transformado en H20>
por la enzima la superoxido dismutasa 2 dependiente de manganeso (Mn-SOD2)
localizada en la matriz mitocondrial. Asi mismo la superéxido dismutasa 1
dependiente de cobre (Cu-SOD1) transforma en H2O2 al O que escapa de la
mitocondria hacia el citosol (Chen et al., 2003; Miller, 2012). En seguida el H2O2
generado se reduce a agua por accion de la catalasa y la glutation peroxidasa (GPx)
(Mari et al., 2009). Ademas, otras enzimas como la glutation S-transferasa (GST)
juegan un papel decisivo en el proceso antioxidante. Tanto la GPx como la GST
contienen un aminoacido unico de selenocisteina dentro de sus sitios activos lo cual
les permite usar tioles de bajo peso molecular como el glutation para reducir el H20>
a agua (Sies, 1999; Mari et al., 2009).

Un requerimiento comun para todos estos sistemas antioxidantes es la
nicotinamina adenina dinocledétido fosfato (NADPH) como equivalente reductor para
poder regenerar el sistema antioxidante. Es decir, el NADPH es utilizado como
cofactor por las tioredoxinas (TRX) y por la enzima glutation reductasa para convertir
el glutation oxidado (GSSG) en reducido (GSH)(Mari et al., 2009).

Por otro lado, el NADPH intracelular es generado mediante la reduccion de
NADP+ por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la primera enzima limitante de la
velocidad de la ruta de las pentosas fosfato, durante la conversion de glucosa-6-
fosfato a 6-fosfogluconolactona (Birben et al., 2012). Al generar NADPH, la via
metabdlica donde participa la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es un determinante
critico de la capacidad de amortiguacion del GSH citosdlico (GSH/GSSG).

En condiciones de isquemia cerebral donde los sustratos energéticos
disminuyen, los sistemas antioxidantes pierden la capacidad de regenerarse siendo
insuficientes para contener la generacion progresiva de ERO. Por lo tanto, rompen
el equilibrio entre los antioxidantes enddgenos y las ERO generadas, provocando



un estado de estrés oxidante (Sun et al., 2018).
1.3 Activacion de vias de senalizacion por efecto de las ERO

La produccioén de ERO esta asociada a la activacion de diferentes procesos de
manera regional y temporal. Por lo tanto, identificar los cambios en sus
concentraciones facilita la comprension de los mecanismos moleculares dinamicos

subyacentes.

Por un lado, la generacion de concentraciones elevadas de ERO en la zona
de infarto causan un dafo directo a biomoléculas como proteinas, fosfolipidos y
acidos nucleicos. De esta manera, se promueve la peroxidacion lipidica, la oxidacion
de aminoacidos (metionina, histidina, triptéfano, cisteina, fenilalanina y tirosina) que
resulta en la carbonilacion y nitracion de proteinas, asi como la oxidacion de la base
nitrogenada guanina en el ADN, donde el producto principal es la formacion del 7,8-
dihidro-8-oxo-2'-desoxiguanosina (OG) (Stadtman y Berlett, 1998; Neeley y
Essigmann, 2006). Es decir, las ERO dafian practicamente cualquier componente

celular.

Por otro lado, en la zona de penumbra, donde el incremento en la
concentracion de ERO es moderada, se activan vias de sefializacion involucradas
con la muerte o la supervivencia celular en forma dependiente del tiempo de
isquemia y el déficit energético (W. Thompson et al., 2012). La activacion de estas
vias de sefalizacion induce la expresion de genes involucrados con procesos
proinflamatorios, la muerte celular (apoptosis y autofagia), proliferacién,
metabolismo energético, etc. (Zhang et al., 2016). Ademas, en neuronas se induce
la expresion de genes involucrados con el funcionamiento de la sinapsis y la
plasticidad neuronal (Bai et al., 1998; Nicholls y Ward, 2000; Murphy, 2009; Hota et
al., 2010; W. Thompson et al., 2012).

Estas vias pueden ser activadas por el pre-condicionamiento isquémico,
proceso en el cual la exposicion a un estimulo isquémico leve activa un mecanismos

protectores innatos. En este caso, la mitocondria genera concentraciones



moderadas de ERO que promueven la transcripcién de genes involucrados en la
supervivencia celular (Dirnagl et al., 2003; Durukan y Tatlisumak, 2007; Arango
Davila et al., 2008; Priya et al., 2013). Es importante destacar que estas vias, que
son claves en la neuroproteccidon durante un proceso isquémico severo, también

pueden ser activadas por agentes neuroprotectores.

1.4 El daino a la barrera hematoencefalica (BHE) y la formacién del edema

cerebral

La unidad neurovascular (UNV) esta integrada por neuronas, células gliales,
pericitos y células del endotelio vascular cerebral (EnVC) (Li et al., 2009; Lecrux y
Hamel, 2011). Estas ultimas son altamente sensibles a los estimulos quimicos, a
los cambios hemodinamicos en el vaso sanguineo y a las alteraciones osmdéticas
que ocurren en el parénquima cerebral. Es por eso que la isquemia y la reperfusion

alteran dramaticamente su funcion.

El EnVC forma la denominada BHE, una barrera altamente selectiva y
dinamica entre el flujo sanguineo y el tejido cerebral. La BHE regula el flujo de iones
y moléculas entre el torrente sanguineo y el tejido cerebral permitiendo mantener la
homeostasis dentro del parénquima cerebral (Alluri et al., 2014; O’Donnell, 2014).
Por ello, el desequilibrio en el transporte idnico a través de las células del EnVC
representa el marco central para comprender los mecanismos moleculares de dafo
a la BHE vy la formacion del edema durante la isquemia cerebral (Besancon et al.,
2008; O’'Donnell, 2014).

El edema es una de las principales complicaciones que inevitablemente
acompafan a la isquemia. Esta definido como un aumento neto de la masa de agua
en el cerebro y esta presente en la mayoria de las lesiones agudas del sistema
nervioso central (SNC) (Bell et al., 1985). Se estima que la presencia de edema
después de la isquemia cerebral esta asociada hasta con el 50% de mortalidad
(Battey et al., 2014). Cuando el edema cerebral es grave, puede aumentar la
mortalidad a casi el 80% (Desilles et al., 2013). Incluso en un evento isquémico no

mortal, la magnitud del edema cerebral es predictiva del deterioro funcional



(secuelas) en los pacientes.

Durante los primeros minutos de la isquemia cerebral se forma el edema
citotoxico, que consiste en el aumento del volumen celular principalmente en
astrocitos y neuronas (Noremberg, 1994; Risher et al., 2009). Su formacion inicia
con el flujo de iones (especialmente de Na*) en favor de su gradiente de
concentracion, desde el espacio intersticial al espacio intracelular debido al déficit
energeético. Esto, impulsa el arrastre de agua a través de canales especializados en

el transporte de agua como la acuaporina 4 (AQP4) (Figura 1).

El edema citotéxico no produce un aumento en el volumen cerebral de manera
directa; sin embargo, genera la fuerza impulsora para un reordenamiento del agua
en el espacio intersticial. Al disminuir los iones de Na* en el espacio extracelular, se
genera un nuevo gradiente de Na* a través de la BHE que favorece la entrada de
Na* y agua desde el torrente sanguineo, dando paso a la generacion del edema
ionico. Este, comparte el mecanismo con el edema citotéxico pero ocurre en el
EnVC (Mori et al., 2002).Debido a lo anterior, el edema idnico esta intimamente
asociado con la permeabilidad de la BHE y el estado de perfusion sanguinea local.
Es decir, la magnitud del flujo de reperfusion post-isquémica se correlaciona
positivamente con la carga de edema cerebral (Bell et al., 1985).

En el inicio de la formacion del edema ionico estan involucrados diversos
transportadores expresados por las células del EnVC como el transportador de ClI-,
K* y Na* normalmente denominado NKCC; el intercambiador de Na*/H* (NHE); asi
como los transportadores de glutamato que internalizan 3 moléculas de Na* por
cada molécula de glutamato (Hansson et al., 2000; Kitayama et al., 2001; Su et al.,
2002). Asi mismo, canales permeables a Na* regulados por ATP los cuales
aumentan su conductancia durante el déficit energético tienen una participacion
fundamental en la formacién del edema. Estos mecanismos, permiten que el Na* se
mueva en favor de su gradiente electroquimico a través de la BHE y hacia el
parénquima cerebral (Kitayama et al., 2001; Simard et al., 2012).



Durante la formacién de edema ionico, la BHE permanece impermeable a las
proteinas plasmaticas circulantes. Sin embargo, a medida que el edema cerebral
madura, las células del EnVC se contraen y los microvasos pierden gradualmente
su integridad estructural, induciendo la formacion del edema vasogénico. En este
caso, varios mecanismos favorecen la contraccion celular. Entre estos destacan el
aumento en la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
induce la proliferacion celular y de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), las
cuales degradan proteinas de unién estrecha expresadas en la membrana que une
las células endoteliales (e.g. Cloudina, ZO-1, Olcudina) (Kovacs et al., 1996; Stokum
et al., 2016; Victoria et al., 2020). En consecuencia, durante el edema vasogénico

se observa el paso de proteinas del plasma a través de la BHE.

El deterioro vascular continua hasta permitir la extravasacion de células del
torrente sanguineo (e.g. eritrocitos) y la progresion hacia a la hemorragia(Simard et
al., 2007; Stokum et al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo molecular del dafo a la BHE y la formacion del edema. Representacion
esquematica del inicio de la formacion del edema y la conversion a hemorragia. (A) Edema
citotoxico. El déficit energético durante la isquemia cerebral provoca la despolarizaciéon de las
membranas celulares, induciendo la internalizacion de N* y agua desde el espacio intersticial en los
astrocitos y neuronas. (B) Edema ionico. El desequilibrio de iones y agua en el espacio intersticial
provoca un nuevo flujo de iones y agua desde el torrente sanguineo a través canales iénicos
permeables a Na+ (e. g. SUR1-TRPM4, NKCC y NHE) expresados en las células endoteliales. (C)
Edema vasogénico. El aumento en la expresion de factores de crecimiento endotelial como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VGEF) asi como de las metaloproteinasas de matriz (MPPs)
induce la ruptura de las proteinas de union estrecha entre las células endoteliales, permitiendo el
paso de macromoléculas. (D) Edema hemorragico. El aumento de volumen celular induce la
contraccion endotelial y la muerte celular por necrosis, se pierde totalmente la integridad de la BHE

permitiendo el libre paso de células sanguineas y progresion hacia la hemorragia. (Modificado de
Stokum et al 2016).

Actualmente, las terapias utilizadas para contrarrestar el edema cerebral solo
minimizan las consecuencias criticas, ya que no son especificas de la fisiopatologia
subyacente. Por ejemplo, la craniectomia descompresiva no inhibe el aumento en
el volumen cerebral, sino que permite que el cerebro se expanda fuera del craneo

reduciendo asi la presion generada. Si bien las terapias hiperosmaoticas como el uso



de manitol intravenoso reducen la acumulacion de agua en el parénquima y el
aumento de volumen cerebral, simplemente compiten con las fuerzas impulsoras
que promueven la formacion de edema en lugar de inhibirlas, lo que eventualmente
puede revertirse teniendo como consecuencia el fenomeno de rebote (McManus y
Soriano, 1998; Stokum et al., 2016).

Debido a lo anterior, recientemente se ha intensificado la busqueda de
blancos terapéuticos para combatir la formacion del edema cerebral desde sus

inicios.
1.5 El receptor de sulfonilurea 1 (SUR1) en el SNC

La superfamilia de proteinas con casete de uniéon a ATP (ABC) incluye
proteinas que poseen sitios de union a ATP. La mayoria de ellas hidrolizan ATP
para mover solutos a través de membranas bioldgicas. Son transportadores con una
estructura modular clasica de cuatro dominios estructurales caracteristicos: dos
dominios de unién a nucledtidos (NBD) y dos dominios transmembranales (TMD1 y

TMD2), cada uno con 6 a 10 hélices transmembranales.

Dentro de esta superfamilia de proteinas se encuentra la familia de
receptores a sulfonilureas (SUR) tipo 1 y 2. Existen dos variantes de SUR2,
resultado de corte y empalme alternativo denominados SUR2A y SUR2B, que
difieren entre si en los ultimos 42 aminoacidos (Chutkow et al., 1996; Isomoto et al.,
1996; Yamada y Kurachi, 2005). A diferencia del resto de las proteinas ABC, los
receptores SUR contienen un modulo adicional de cinco hélices transmembranales
(TMDO) que conecta a TMD1 por un bucle citosoélico largo conocido como el enlace
CL3 (Aittoniemi et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura clasica del receptor a
sulfonilurea 1 (SUR1). SUR1 pose 2 dominios principales (TM1 y TM2) de 6 segmentos
transmembranales, comunes a las proteinas ABC. Ademas, tiene un tercer dominio TMO
con 5 segmentos transmembranales. TMO esta unido a TM1 a través de un buble citosdlico
CL3. Los dominios TM1 y TM2 poseen bucles de unidon a nucleétidos (NBF) que

proporcionan los sitios de regulacion de la proteina (Modificado de Matsuo et al., 2000).

Las proteinas SUR, no realizan ninguna funcién de transporte conocida; sin
embargo, en condiciones fisioldgicas participan en el ensamblaje heteromultimérico
en estequiometria 4:4 con canales permeables a K* Kir6 (Kir6.1 y Kir6.2), para
formar los canales de K+ sensibles a ATP (KATP). Entre los canales KATP mas
estudiados constituidos por Kir6 y SUR se encuentran SUR1-Kir6.2, SUR2A-Kir6.2,
SUR2B-Kir6.2 y SUR2B-Kir6.1 (Ammala et al., 1996; Aguilar-Bryan et al., 1998;
Seino, 2003). Las subunidades Kir6 poseen un sitio de union a ATP mientras que
SUR posee dos (Aguilar-Bryan et al., 1995; Tucker et al., 1997). Por ello, el canal
resultante es un complejo muy grande en términos de tamafio con 96 hélices

transmembranales y 12 sitios reguladores dependientes de la union a ATP(Simard
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et al., 2012b). Debido a lo anterior, la actividad de los canales KATP depende
directamente de las concentraciones intracelulares de ATP/ADP y por lo tanto esta

directamente relacionada al estado metabdlico celular (Figura 3 A).
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Figura 3. Representacion esquematica de los canales KATP (SUR1-Kir6) y NCCa-ATP
(SUR1-TRPM4). (A) Estructura del canal KATP. Posee una estructura heterooctamérica
que comprende cuatro subunidades SUR1 y cuatro subunidades Kir6. Es activado por
agotamiento de ATP lo que conduce a un flujo saliente de K* que resulta en
hiperpolarizacion de la célula. (B) Estructura del canal NCCa-ATP. Esta formado por
cuatro subunidades SUR1 y cuatro subunidades TRPM4, al igual que el canal KATP es
activado por el agotamiento de ATP. En este caso, el flujo entrante de Na+ induce la

despolarizacion celular (Modificado de Simard et al 2007).
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Los canales KATP se expresan en diferentes tejidos siendo abundantes en
el pancreatico donde cumple funciones fisiologicas importantes (e. g. SUR1-Kir6.2
es critico en la secrecion de insulina) (Miki et al., 1998; Seino, 2003); mientras que
en tejido cardiaco, donde se expresan casi todas las variantes de canales KATP (e.
g- SUR1-Kir6.2, SUR2A-Kir6.2, SUR2B-Kir6.2 y SUR2B-Kir6.1) regulan la
contractibilidad celular (Nichols, 2016). En el tejido cerebral, SUR1-Kir6.2 se
expresa constitutivamente en regiones especificas como hipocampo, hipotalamo y
estriado (Ohno-Shosaku and Yamamoto, 1992; Liss and Roeper, 2001). La
actividad del canal KATP en neuronas regula la excitabilidad neuronal, lo que a su
vez, conduce un flujo saliente de K* dependiente de la actividad eléctrica (Laming,
2000). Adicionalmente, el cambio en la concentracién externa de K* podria acoplar
la demanda metabdlica local por aumento en la actividad neuronal y la perfusion
cerebrovascular, ya que el aumento leve en la concentracion de K* extracelular es

un potente inductor de vasodilatacion local (Nguyen et al., 2000).

Por otro lado, SUR1 normalmente esta ausente en oligodendrocitos,
astrocitos, endotelio y muchos tipos neuronales (Sullivan y Harik, 1993). De manera
interesante, en muchas enfermedades cerebrales como la isquemia, la expresion
del gen Abcc8 que codifica para SUR1 aumenta progresivamente en todas las
células de la UNV (Mehta et al., 2015); mientras que la expresion del gen Kcnj11
que codifica para Kir6.1 permanece sin cambios (Simard et al., 2006). Por
consiguiente, la participacion de los canales de KATP en condiciones de isquemia
cerebral continua sin ser esclarecida y se conoce poco de la funcién de SUR1.

1.6. Participacion del canal SUR1-TRPM4 durante la isquemia cerebral

En isquemia cerebral, SUR1 adquiere la capacidad de asociarse a canales
de Na* como el receptor a melastatina de potencial transitorio 4 (TRPM4). El canal
ionico SUR1-TRPM4 anteriormente denominado NCca-ATP es un canal no
selectivo, permeable a iones monovalentes (Na*, K* y CI') e impermeable a iones
divalentes (Ca?* y Mg?*) (Simard et al., 2006; Vennekens y Nilius, 2007) (Figura 3).
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Se ha demostrado que TRPM4 se expresa en numerosos tejidos humanos
incluyendo placenta, musculo esquelético, corazén, rifidn, higado, pancreas, timo,
bazo, prostata, intestino delgado, colon y pulmon (Xu et al., 2001; Launay et al.,
2002; Nilius et al., 2003). En raton, TRPM4 se ha encontrado expresado en
estdbmago, intestino, placenta, eséfago, endotelio aortico, rifidn, corazén, pancreas
y placenta sin encontrar expresion en leucocitos y en tejido cerebral (Nilius et al.,
2003). Sin embargo, la expresion de novo de SUR1-TRPM4 aumenta en todas las
células de la UNV después de una lesion cerebral (Simard et al., 2006, 2010b;
Mehta et al., 2015).

Otra diferencia importante entre SUR1-TRPM4 y SUR1-Kir6.2 es la
asociacion de SUR con Kir6, que favorece el trafico y la localizacion del canal en la
membrana celular. Cuando se expresan de forma independiente, tanto SUR1 como
Kir6.2 se estancan en el reticulo endoplasmico debido a la exposicion de la sefial
de retencion (tripéptido RKR) (Gullo et al., 1991; Kawaki et al., 1999; Partridge et
al., 2001). Mientras que TRPM4 puede migrar a la membrana celular de manera
independiente a SUR1. Sin embargo, durante la isquemia cerebral se desarrollan
condiciones de expresion aun no identificadas, que promueven el ensamblaje previo
de ambas proteina; este ensamblaje proporciona caracteristicas funcionales
importantes al canal, entre las que destacan la sensibilidad a ATP y la respuesta a
glibenclamida (Tabla 1) (Simard et al., 2012a; Woo et al., 2013).
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Tabla 1. Propiedades de los canales SUR1-TRPM4 y TRPM4.

SUR1-TRPM4 TRPM4
Conductancia del canal 25a35pS 25pS
Conductividad a cationes divalentes No No
Radio del poro 0.41 nm -—-
Activacion por Ca®* (ECso) 1.12 a 1.5 umol/L 1.3 umol/L

Bloqueo por ATP (ECso) 0.8 umol/L 0.13 a 1.7 umol/L
Bloqueo por ADP, AMP No Si
Dependencia de voltaje No Si
Activacion por PIP2 Si Si
Activacion por PKC No Si

Bloqueo por glibenclamida (ECso) 48 nmol/L 10 a 100 umol/L

EC, dosis efectiva; AMP, monofosfato de adenosina; ADP Difosfato de adenosina; ATP, trifosfato

de adenosina; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; PKC, proteina cinasa C.

Los datos fueron tomados de Simard et al., 2012a.
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En condiciones fisioldgicas, TRPM4 se expresa de manera constitutiva y esta
involucrado en la regulacion de la entrada de Ca?* (Vennekens y Nilius, 2007;
Guinamard et al., 2012). Debido a que TRPM4 es un canal no selectivo permeable
a cationes monovalentes, su activacion induce la despolarizacion celular, por lo
tanto al activarse se reduce la fuerza impulsora que moviliza Ca?* (Sattler y
Tymianski, 2000; Bano y Nicotera, 2007). Es por ello que las células que expresan
TRPM4 acumulan menos Ca?* intracelular en comparacion con las aquellas que no
lo expresan (Woo et al., 2013). Esto sugiere un papel funcional de SUR1-TRPM4
en isquemia cerebral; es decir, es probable que el incremento en su expresion sea
un mecanismo enddgeno para proteger a las células de la internalizacion masiva de
Ca?" que ocurre en esta patologia (Woo et al., 2013). Sin embargo, debido a que
los canales SUR1-TRPM4 son sensibles a ATP, la disminucion subita en su
concentracion como ocurre durante la isquemia cerebral puede provocar la
activacion persistente de los canales (Chen et al., 2003). Lo anterior implica que el
mecanismo molecular que deberia cumplir una funcién protectora, se transforma

inadvertidamente en un mecanismo de dano celular.

De hecho, el agotamiento de ATP y el aumento del Ca?* intracelular en
células que expresan SUR1-TRPM4 estimulan la actividad del canal, lo que conduce
al aumento en el volumen celular debido al influjo de Na* (Simard et al., 2006). Esto
confirma que el canal SUR1-TRPM4 contribuye a la pérdida de la homeostasis
ionica durante la isquemia y la reperfusion en el SNC y que involucra a todos los
miembros de la UNV (Simard et al., 2007b, 2012b; Besancon et al., 2008) (Figura 3
B). Ademas, SUR1 interacciona fisicamente con AQP4 formando el complejo
heteromultimérico (SUR1-TRPM4-AQP4) el cual favorece el acoplamiento osmotico
de iones/agua y por lo tanto la formacion del edema celular (Stokum et al., 2016,
2018) (Figura 4).

Por lo anterior, SUR1 podria ser un componente decisivo en la conformacion
de un canal funcional cuya actividad esta involucrada en el inicio y desarrollo del

edema cerebral. Por lo tanto, la proteina SUR1 ofrece un enfoque terapéutico
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interesante para el tratamiento del EVC de tipo isquémico y sus complicaciones

como el edema cerebral y que validan nuestro interés en su investigacion.

Edema
celular

Figura 4. Representacion del canal SUR1-TRPM4-AQP4. (A) Modelo del heterocomplejo
SUR1-TRPM4-AQP4 que muestra tetrameros de AQP4 (azul) intercalados entre
mondmeros SUR1 (rosa) que a su vez interactuan con el canal tetramérico TRPM4 en el
centro (amarillo) vista superior. (B) Modelo de flujo de agua a través del heterocomplejo
SUR1-TRPM4-AQP4 vista frontal. La disminucion intracelular de ATP y el aumento de Ca**
activan al canal SUR1-TRPM4 y favorece el influjo de Na+, lo que resulta en un aumento
presion osmotica local (IM). A su vez, impulsa un flujo de agua (flechas azules) a través de
AQP4, lo que produce un aumento de volumen celular (edema celular). Ademas, parte del
flujo de agua ocurre a través de rutas independientes de AQP4, incluso a través de la

membrana plasmatica (flecha punteada) vista lateral (Modificado de Stokum et al., 2018).
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1.7 Regulacién transcripcional del gen Abcc8 en isquemia cerebral

El gen Abcc8 que codifica para SUR1 contiene 39 exones distribuidos en
80,580 pb (Genebank NM_0130392) (Hernandez-Sanchez et al., 1999). El marco
de lectura abierto del ADN complementario de SUR1 de rata codifica para una
proteina de 1582 aminoacidos con una masa de 177,209 Da y las proteinas SUR1
tipicas tienen un peso de aproximado de 170 kDa (Aguilar-Bryan et al., 1995).

En humanos y en rodeodres la expresion de la proteina SUR1 es
extremadamente variable entre tejidos, asi como en las diferentes regiones
cerebrales (Karschin et al., 1997; Liss and Roeper, 2001). En consecuencia, los
factores de transcripcion expresados especificamente en cada tejido controlan la
transcripcion de Abcc8. El promotor basal de Abcc8 carece de las cajas CAAT y
TATA. En su lugar, este promotor contiene un elemento Inr que dirige la
transcripcion (Smale, 1997). Este es el mecanismo utilizado por los genes de
mantenimiento; particularmente, para aquellos genes que estan sujetos a regulacion

de retroalimentacion negativa (Reynolds et al., 1984).

Se han identificado algunos factores de transcripcion que controlan la
expresion especifica de Abcc8 en los diferentes tejidos. El fragmento -660/+ 20 del
promotor contiene un elemento de union a BETAZ2, un factor transcripcional
especifico de las células 3 que también participa en la expresion del gen de la
insulina (Kim et al., 2002).BETAZ2 se localiza en ciertas regiones cerebrales donde
adquiere el nombre de NeuroD, mostrando un patron de distribucidén similar a la
expresion de SUR1(Karschin et al., 1997; Liu et al., 2000; Kim et al., 2002).

El promotor también contiene un elemento de union sensible a AMPc (CRE)
en la posicion -480/-420 (Cho et al., 2012). La proteina de union a CRE (CREB) y
BETAZ2 juegan un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis de glucosa al
mediar la expresion de hormonas por efecto del estado metabdlico celular en células
B pancreaticas (Cho et al., 2012). Por lo tanto, es posible que CREB participe en la
expresion SUR1 a través de la interaccion con NeuroD en cerebro (Karschin et al.,
1997; Liu et al., 2000; Kim et al., 2002).
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En las células B, la expresion de SUR1 también es regulada por el factor
transcripcional de la caja a2 de Forkhead (Foxa2) (Sund et al., 2001; Lantz et al.,
2004; Lee et al., 2005) y por el transductor de sefnal y el activador de la transcripcion
3 (STAT3) (Gorogawa et al., 2004) Curiosamente, la localizacion conservada del
grupo de ambas subunidades del canal KATP en el genoma humano y del raton
sugiere que los promotores Abcc8 y Kcnj11 podrian compartir elementos
reguladores de la transcripcion. No obstante, Foxa2 es esencial para la expresion
de SUR1 y Kir6.2, mientras que Kir6.2 no requiere de STAT3 (Gorogawa et al., 2004;
Lantz et al., 2004). Ademas, en isquemia cerebral el aumento en la expresion del
ARNm y de la proteina SUR1 tiene lugar sin el aumento de la proteina Kir6.2 (Simard
et al., 2006). Estos datos indican la regulacidn altamente especifica de la expresion
de SUR1 en los diferentes tejidos ante estimulos especificos.

En el contexto de la isquemia y la reperfusién cerebral otros mecanismos
estan involucrados en la expresion de SUR1. La proteina especifica 1 (SP1) y la
proteina especifica 3 (SP3) son factores que se expresan de forma ubicua y regulan
significativamente la actividad transcripcional de los promotores sin caja TATA. El
promotor de Abcc8 contiene 5 sitios de unidén a SP (5'-GGGCGG-3 ') ubicados en la
region proximal al sitio de inicio de la transcripcion (-86 a +24). Aunque SP no parece
ser especificos para la induccién de Abcc8, son necesarios para activar o reprimir
la transcripcion de Abcc8 dependiendo del estado REDOX celular (Hernandez-
Sanchez et al., 1997; Wierstra, 2008; Woo et al., 2012). Ambos factores compiten
por la misma secuencia consenso (Bouwman y Philipsen, 2002; Yu et al., 2003); sin
embargo, mientras que el factor SP3 se comporta como un represor de la actividad
transcripcional, SP1 lo hace como un potenciador (Yu et al., 2003; Li et al., 2004).
Un mecanismo de regulacion propuesto sugiere que el aumento del estrés oxidante
durante la isquemia y la reperfusion conduce a la oxidacion de SP3 impidiendo su
union al ADN y favoreciendo la unidén de SP1, incrementando asi la transcripcion de
Abcc8 (Hota et al., 2010).

Por otro lado, el factor 1 inducible por la hipoxia (HIF-1) que participa en la

respuesta a la concentracion reducida de oxigeno, podria incrementar la expresion
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de Abcc8 durante el periodo de isquemia. En el promotor de Abcc8 existen 5
elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) ubicados en la region -521/+62 (Woo et
al., 2012). En condiciones de normoxia, las proteinas prolinhidroxilasas (PHD)
hidroxilan 2 residuos de prolina en la subunidad a del HIF-1a en forma dependiente
de O2y Fe?* (Fong y Takeda, 2008; Nguyen y Duran, 2016). El HIF-1a. hidroxilado
se une a la proteina Von Hippel-Lindau (VHL) del complejo E3 ligasa de ibiquitina,
es poliubiquitinado y posteriormente degradado por via proteasomal (Fong y
Takeda, 2008; Nguyen y Duran, 2016). Sin embargo, durante la hipoxia la actividad
de las PHD se inhibe, HIF-1a. no se degrada y se transloca al nucleo donde se une
a la subunidad HIF-13 para formar el HIF-1 activo. De esta forma, HIF-1a podria
mediar la expresion de Abcc8 durante la isquemia (Nguyen y Duran, 2016). Ademas,
las ERO inhiben la actividad de las PHD, por lo que el estrés oxidante podria regular
la expresion de Abcc8 durante la reperfusion (Cash et al., 2007). Aunque HIF-1 es
necesario para inducir la transcripcion de Abcc8, la mutacion de los sitios HRE no
afecta su expresion basal. En cambio, lo hace la mutacion de los sitios de unién a
SP1, ya que es necesaria la activacion secuencial de HIF-1 y SP1 (la transcripcion
de este ultimo es activada por HIF-1), siendo SP1 el responsable directo de la
regulacion de la transcripcion de SUR1 en condiciones de isquemia y reperfusion
(Woo et al., 2012).

Asi mismo, la regién promotora de Abcc8 (-357 to —348) contiene 2 sitios de
unién para el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NFkB)(Simard et al., 2009). En condiciones basales NFxB se
encuentra en el citosol anclado a 1kB. La hiperfosforilacion de IkB por las cinasas
IKKa e IKKB favorece su ubiquitinacion y posterior degradacién proteosomal,
liberando a NFkB y permitiendo su translocacion hacia el nucleo (Mclnnis et al.,
2002). El estrés oxidante activa/inactiva proteinas sensibles al estado REDOX como
las cinasas IKKa y IKKB (Kamata y Hirata, 1999). En con secuencia la actividad de
NF«kB responde a los cambios en el estado REDOX del citoplasma y se transloca al
nucleo en respuesta el estrés oxidante celular (Li et al., 2011; Morgan y Liu, 2011).

Ademas, la transcripcion de SUR1 podria incrementarse en un contexto inflamatorio
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y depender de la actividad de NF«xB (Fan y Cooper, 2009; Kawabori y Yenari, 2015).

En resumen, el aumento en la expresion de Abcc8 depende de diversos
factores; sin embargo, durante la isquemia y reperfusion cerebral podria estar ligado
al incremento en la actividad de factores transcripcionales sensibles al estado
REDOX como SP1y NFkB (Liang et al., 2007; Simard et al., 2009; Woo et al., 2012).

1.8 Regulacioén de la via PTEN/PI3K/AKT por estrés oxidante

La proteina cinasa B (PKB), también conocida como AKT, es una proteina
cinasa de serina y treonina que juega un papel critico en el control del equilibrio
entre la apoptosis y la supervivencia celular en el contexto de isquemia cerebral
(Omori et al., 2002). Actualmente se conocen tres isoformas (AKT1, AKT2 y AKT3)
siendo AKT1 la isoforma predominante en cerebro de mamiferos (Friguls et al.,
2001; Yalcin et al., 2010; Chetram et al., 2013). La via clasica de activacion de AKT
depende principalmente de la 3-cinasa de fosfatidil-inositol (PI3K), una cinasa que
fosforila al 4, 5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2) dando a origen al 3,4,5-trifosfato
de fosfatidilinositol (PIP3). Este ultimo actua como segundo mensajero activador de
la cinasa dependiente de fosfoinositol 1 (PDK1) la cual una vez activa, fosforila a
AKT en la Thr308, lo que conduce a su activacion (P-AKT).

A su vez, la p-AKT fosforila a IKKa e IKKf induciendo la translocacion nuclear
de NF«xB (Kane et al., 1999). Asi mismo, AKT fosforila y activa directamente al factor
transcripcional SP1 (Pore et al., 2004). Por otro lado, el PIP3 es rapidamente
metabolizado por la fosfatasa de inositol (PTEN) antagonizando la funcion de PI3K
(Stoker, 2005; Simone et al., 2011).

Las ERO generadas durante la isquemia y la reperfusion inducen un aumento
considerable en la actividad de AKT al inducir la inhibicion de PTEN (Friguls et al.,
2001; Song et al., 2008). Las ERO promueven la S-nitrosilacion, la ubiquitinacion y
posterior degradacion de PTEN (Gupta et al., 2017). Un estimulo isquémico severo
(e. g., el observado en la zona de infarto) provoca la disminucidn drastica de la
actividad de PTEN mientras que un estimulo moderado (e. g., en la zona de
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penumbra) permite que PTEN conserve parcialmente su actividad. Tal diferencia
regional sugiere una relacion importante entre el grado de la lesion isquémica, el
equilibrio REDOX celular y el aumento en la actividad de AKT. De esta manera,
estos factores determinan la activacion de una via de sefializacién de supervivencia
o de muerte (Omori et al., 2002; Wang et al., 2019).

1.9. Resveratrol como terapia en la isquemia cerebral

El trans-3, 4, 5-trihydroxil-ystilbeno o también llamado resveratrol (RSV) es
una fitoalexina natural que se encuentra en muchos frutos y semillas, siendo
abundante en la piel y las semillas de la uva (Vang et al., 2011). Este compuesto
tiene una hidrosolubilidad de ~ 3 mg/100 mL, propiedad que lo hace practicamente
insoluble en agua; sin embargo, presenta una alta permeabilidad a la membrana
debido a que es altamente soluble en lipidos (Amri et al., 2012). Esta propiedad,
favorece la absorcion del RSV por difusion pasiva o bien formando complejos con
transportadores de membrana como las integrinas a nivel intestinal y cerebral en la
BHE (Planas et al., 2012). Una vez que el RSV llega a la circulacion sistémica, se
metaboliza rapidamente formando el glucurénido y el sulfato de RSV, hasta ser
completamente metabolizado después de 8.0 h (Frombaum et al., 2012). Tanto el
RSV como sus metabolitos pueden unirse a albumina y a lipoproteinas. Dado que
el RSV tiene una alta afinidad por la albumina se sugiere que ésta podria ser un
reservorio natural de este compuesto y por lo tanto jugar un papel importante en su
biodisponibilidad (Walle, 2011; Frombaum et al., 2012; R. Neves et al., 2012).

Entre las propiedades del RSV, destaca su bajo perfil de toxicidad que ha
sido confirmado tanto en animales de laboratorio como en humanos. Dosis diarias
de 0.5, 1, 2.5y 5 gde RSV durante 29 dias a voluntarios sanos no provocan efectos
adversos graves. Tan solo se reportan efectos gastrointestinales leves con las dosis
de 2.5y 5 g (Boocock et al., 2007; Brown et al., 2010; Cottart et al., 2014). Su valor
NOAEL (Nivel de efecto adverso no observable) es de 200 mg/kg/dia en ratas y 300
mg/kg/dia en perros (Crowell et al., 2004; Johnson et al., 2011). A la fecha no se
han identificado interacciones farmacoldgicas que puedan reducir o aumentar el

efecto de otros farmacos cuando son co-administrados con el RSV. Ademas, dado
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que la biodisponibilidad del RSV es baja, se requieren de altas concentraciones para
inducir toxicidad (Sergides et al., 2016). En conclusion, el RSV es una molécula con

un perfil de toxicidad relativamente bajo en estudios de administracion a corto plazo.

El RSV posee un amplio espectro de actividades biolégicas que validan el
interés en su investigacion, entre las que se encuentran propiedades
antiinflamatorias, anticancerigenas, cardioprotectoras y analgésicas (Vauzour,
2012; Rauf et al., 2018). Ademas, el RSV destaca por sus propiedades
antioxidantes, especificamente por su gran capacidad para capturar O’z (Sun et al.,
2008; Gulgin, 2010; Le et al., 2019). Por lo tanto, el RSV se ha estudiado como
agente terapéutico para enfermedades cardiovasculares, obesidad, diabetes y
recientemente con una relevancia creciente para los trastornos neuroldgicos,
incluidos los tumores cerebrales, las enfermedades de Alzheimer y Parkinson
(Andrade et al., 2018).

Los efectos protectores del RSV también se han valorado en diversos
modelos de isquemia cerebral (Pineda-Ramirez et al., 2018) En estos modelos, el
RSV disminuye significativamente el estrés oxidantivo, e incrementa la expresion y
actividad de la sirtuina 1 (SIRT1) de manera dosis dependiente (Meng et al., 2015).
SIRT1 puede actuar sobre numerosas proteinas como histonas y factores de
transcripcionales y a menudo su actividad esta asociada con la represion
transcripcional (Cohen et al., 2012; Pineda-Ramirez et al., 2017). Lo anterior,
sugiere que los efectos neuroprotectores y antioxidantes del RSV en el contexto de
isquemia cerebral dependen de la regulacion de la expresidn génica a través de
SIRT1 (Meng et al., 2015; Pineda-Ramirez et al., 2017).

Ademas, recientemente se ha descrito que el RSV mejora la produccion de
oxido nitrico, mejorando el equilibrio redox en las células endoteliales que forman la
vasculatura, inhibiendo la respuesta al dafio proinflamatorio y metabdlico como
ocurre durante la isquemia cerebral (Schmitt et al., 2010). En nuestro laboratorio
previamente demostramos que una sola dosis de RSV administrada al inicio de la

reperfusion, disminuye la produccion de ERO en un modelo in vivo de isquemia
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cerebral inducido por la oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) (Trejo
quifiones et al 2013).

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las muertes por complicaciones de la isquemia cerebral estan entre las primeras
causas de muerte en México y en el mundo. El edema cerebral no controlado, una
complicacion frecuente de la isquemia cerebral, se asocia con mayor mortalidad,
siendo de mal prondstico en los accidentes cerebrovasculares, incluso aquellos de
poca o moderada gravedad. Las opciones terapéuticas para revertir los efectos del
edema cerebral son limitadas y no suelen mitigar sus secuelas. Ademas, algunas
maniobras que se emplean, como la terapia osmotica o la craniectomia, tienen
resultados impredecibles, e incluso pueden complicar el cuadro clinico (Deng et al.,
2016). Por ello, es urgente identificar nuevos blancos terapéuticos que ayuden a
prevenir o disminuir el edema cerebral secundario a la isquemia cerebral y mitigar
sus secuelas, incluida la cuantiosa inversion en hospitalizacion y cuidado de los

sobrevivientes.

En el inicio de la formacion del edema cerebral esta involucrada la participacion de
un canal idnico permeable a Na* y agua (SUR1-TRPM4-AQP4), el cual aumenta su
expresion en las EnVC respondiendo a estimulos como la falta de oxigeno y el
estrés oxidante generados durante la isquemia y la reperfusion. Lo anterior debido
a que las regiones promotoras del gen Abcc8 (SUR1) tienen sitios de union a
diversos factores transcripcionales sensibles al estrés oxidante, entre los que
destacan los factores transcripcionales SP1, HIF-1 y NFxB (Hernandez-Sanchez et
al., 1997; Wierstra, 2008; Simard et al., 2009; Woo et al., 2012). Ademas, se ha
demostrado, que la inhibicion de la expresion del gen Abcc8 'y de Trpm4 previene el
dafio a la BHE y disminuye la formacion del edema cerebral (Riccio et al., 2002;
Gerzanich et al., 2009; Simard et al., 2010).

Por otro lado, en nuestro laboratorio previamente demostramos que una sola

dosis de RSV administrada al inicio de la reperfusion, disminuye la produccion de
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ERO en un modelo in vivo de isquemia cerebral inducido por la oclusién de la arteria
cerebral media (MCAOQO) (Trejo quifiones et al 2013).

En este contexto, es posible que el mecanismo protector del RSV se deba a
la inhibicion de la formacidén del edema cerebral desde sus inicios a través de la
regulacion de la expresion de SUR1. Por lo tanto, planteamos la siguiente hipotesis

ll. HIPOTESIS

El RSV reduce la actividad de factores de transcripcionales sensibles al estado
REDOX como Sp1, HIF-1 y NF«kB, lo cual a su vez disminuye la expresion del gen
Abcc8 que codifica para SUR1. La disminucién en la expresion de SUR1 reduce el
dano al EnVC inhibiendo la formaciéon del edema cerebral desde sus inicios,

preservando la integridad de la BHE.

En consecuencia, para evaluar el efecto protector del RSV en el dafo a la BHE y la
formacion del edema cerebral, se plantearon los siguientes objetivos.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del RSV en la expresion de SUR1 como mecanismo de prevencion

en la formacion de edema en isquemia cerebral.
4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Evaluar si el RSV reduce la formacion del edema en condiciones de
isquemia cerebral.

4.1.2 Establecer si el RSV disminuye la expresién del ARNm y de la proteina
de SUR1 en condiciones de isquemia cerebral

4.1.3 Establecer si el RSV regula la transcripcion de SUR1 modulando la
actividad de los factores transcripcionales sensibles al estrés oxidante.

4.1.4 Evaluar el efecto del RSV en la actividad del canal SUR1-TRPM4 en
condiciones de isquemia cerebral.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 280 a 320 g de peso corporal
procedentes del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Suarez’. Los animales fueron mantenidos en jaulas de acrilico, bajo
condiciones constantes de temperatura, humedad y luz (ciclos de 12 h
luz/oscuridad). Se les proporcioné agua ozonificada y alimento (LAB DIET, exclusivo
para roedores de laboratorio en etapa de mantenimiento, libre de drogas,
antibidticos y estrogenos sintéticos, con formulacion y nutricion constante, norma de
calidad 1SO-9001:2000) ad libitum. Durante el procedimiento experimental se
siguieron las reglas de uso y manejo de animales establecidos por la Norma Oficial
Mexicana para la Produccion Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (NOM-
062-Z00-1999).

5.2 Modelo experimental para la induccion de isquemia cerebral focal

transitoria

La oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQO) es una de las causas mas comunes
de accidente cerebrovascular de tipo isquémico en humanos. Por lo tanto, para
inducir la isquemia cerebral transitoria se utilizé el modelo de MCAQO descrita por
Longa et al., (1989). Las ratas se anestesiaron con isofluorano al 2%. Inicialmente
la bifurcacién de la carétida cervical fue expuesta a través de una incision en el
cuello del animal. Posteriormente, un monofilamento de nylon de 3-0 se introdujo a
través de la arteria carétida proximal externa hasta el interior de la arteria carétida
(aproximadamente 17 mm). En este punto el filamento ocluyo el flujo sanguineo de
la arteria cerebral media. Después de 2 h de oclusién el filamento se retird
cuidadosamente; los animales en esta etapa fueron anestesiados y suturados
nuevamente con la finalidad de permitir la restauracion del flujo sanguineo
(reperfusion). Los animales se mantuvieron 15 min una temperatura de 37°C

durante la recuperacion de la anestesia. Posteriormente, las ratas fueron
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decapitadas a diferentes tiempos después de iniciada la reperfusion dependiendo
del método utilizado para analizar el tejido.

5.3 Tratamiento

Después de 2 h de MCAO vy al inicio de la reperfusion, los animales fueron
anestesiados e inyectados en la vena caudal con un volumen total de 100 uL de
vehiculo (etanol preparado al 50% diluido en agua) utilizando una dosis final de 132
mg /kg de peso corporal o RSV (R5010, Sigma-Aldrich) utilizando una dosis de 1.9
mg/kg de peso corporal. Debido a la baja biodisponibilidad del RSV y a su baja
toxicidad, se utilizé la concentracion soluble mas alta en 100 yL de vehiculo. Los
compuestos antioxidantes curcumina (+CUR) y N-acetilcisteina (+NAC) se utilizaron
como controles antioxidantes, y fueron administrados a concentraciones
equimolares tomando como referencia la concentracion de RSV (27.7 mM). Por lo
tanto, se utilizé una dosis de ~3.0 mg/kg de peso corporal de CUR y 1.35 mg/kg de
peso corporal de NAC diluidas en dimetilsulfoxido al 25% y solucidn salina,

respectivamente.
5.4 Diseno experimental

Los animales fueron incluidos aleatoriamente en los siguientes grupos: 1) CT,
animales sometidos a MCAOQO simulada; 2) +VH, animales sometidos a 2 h de MCAO
e inyectados con vehiculo; y 3) +RSV, +NAC, o +CUR, animales sometidos a 2 h
de MCAO e inyectados con RSV, NAC, o CUR. Un total de 63 animales fueron
utilizados para el estudio, los cuales fueron distribuidos aleatoriamente en todos los

grupos. El numero de animales vari6é en cada experimento.
5.5. Supervivencia

Con el objetivo de evaluar el efecto del RSV en la supervivencia de los
animales sometidos a isquemia cerebral, se calcul6 el porcentaje de animales que
sobrevivieron por un periodo de 24 h después de haberse iniciado la reperfusion.
Para la obtencién del porcentaje de animales vivos y no vivos, se considerdé como

100% el numero total de individuos pertenecientes a cada grupo. En seguida, se
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realizo una tabla de contingencia y el analisis de chi-cuadrada fue utilizada para el
analisis estadistico.

5.6 Evaluacion del estado neurolégico

El territorio que irriga la MCA comprende regiones somatosensoriales
involucradas con el movimiento y el control de la postura, en consecuencia la
hemiplejia o déficit motriz se observa con frecuencia en animales sometidos a
MCAO. Por lo tanto, para el estudio fisiopatolégico y evaluacién de terapias

farmacoldgicas, es importante evaluar el deterioro de la funcién motora.

Se evalu6 el efecto del RSV sobre la funcion neuroldgica y la integracion
sensorio motriz de los animales sometidos a isquemia cerebral utilizando la prueba
de asimetria o desviacion en el uso de las extremidades delanteras (BIAS). La
prueba se realizé 24 h después de la reperfusion en condiciones de poca luz y bajo
ruido ambiental. El método se describié previamente y de manera detallada por Roof
et al. (2001) En resumen, las ratas fueron colocadas en un cilindro acrilico
transparente (25 cm de diametro, 40 cm de altura) (Figura 9 A), en donde el
comportamiento fue registrado en video durante 5 minutos. Para cuantificar la
asimetria locomotriz se registré el numero de contactos que los animales realizaron
con las extremidades delanteras en la pared del cilindro. De estos, se obtuvo el
numero de contactos realizados con la extremidad ipsilateral a la lesiéon (no
alterada), la contralateral a la lesidn (alterada) y el numero de contactos realizados
simultdneamente con ambas extremidades. En seguida, se calcul6 el porcentaje de
contactos con cada extremidad (Ipsi- y contra-lateral) en relacién con el numero total

de contactos.

Numero contactos (ipsio contra lateral ) x 100

% de contactos (ipsi o contralateral) = Nuemero total de contactos

28



Finalmente, se calculo la desviacion en el uso de las extremidades (BIAS) restando
el porcentaje de uso de la extremidad contralateral a la lesion al porcentaje de uso

de la extremidad ipsilateral a la lesion.

% BIAS = % contactos ipsilaterales — % contactos contralaterales

5.7 Evaluacion de la permeabilidad de la BHE

Con el objetivo de evaluar el efecto del RSV sobre la integridad de la BHE, se
utilizé la técnica de extravasacion del azul de Evans. La técnica evalua la presencia
de la albumina sérica plasmatica en el parénquima cerebral. El fundamento de la
técnica consiste en la capacidad del colorante azul de Evans para unirse a la
albumina sérica en el torrente sanguineo (Reeve, 2006). Dado que la albumina
plasmatica no atraviesa la BHE en condiciones fisioldgicas, la acumulacion del
colorante en el tejido cerebral permite estimar de forma facil y confiable el dafio a la
BHE.

Se inyecto por via intravenosa una solucion de azul Evans (E2129, Sigma-
Aldrich) diluido al 2% en solucion salina (NaCl al 0.9%) a una dosis de 4 mL/kg de
peso. A continuacidn, se permitio la circulacidn del colorante durante 24 h siguiendo
el método de (Manaenko et al., 2011). Posteriormente, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (100 mg/kg de peso; i.p.) (Q7833215, PiSA) y
decapitados. Los cerebros fueron removidos y congelados a -70 °C durante 6 min.
A continuacion, se obtuvieron cortes coronales seriales de 2,5 mm de grosor, se
ordenaron por ubicacion y se fotografiaron. La extravasacion del azul de Evans
provoca la tincién del tejido de un color azul, por lo que se cuantificd la proporcidn
de tejido azul en comparacion del tejido normal. El area total de cada corte coronal
se considero como el 100% y el porcentaje correspondiente al tejido “azul” en cada
corte fue calculado. Despues, para obtener el porcentaje total cerebral todos los
valores fueron sumados. La cuantificacion se realizo utilizando el software ImageJ

(https://imagej.nih.qov/ij/).
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5.8 Evaluacion del contenido de agua cerebral

El edema cerebral esta definido como un aumento neto de la masa de agua
en el cerebro y esta presente en la mayoria lesiones agudas del SNC (SNC) (Bell
etal., 1985). En el modelo de MCAO el porcentaje de agua cerebral es un indicador
de contenido de agua en el tejido y por lo tanto del edema cuando se encuentra
aumentado. Se establece al calcular la relacion entre el peso humedo y el peso seco

del tejido.

Con el objetivo de evaluar el efecto del RSV sobre la formacion del edema
cerebral, se evaluo el contenido de agua cerebral. Los animales se anestesiaron y
decapitaron 24 h después de la reperfusion. En seguida, se disecaron los cerebros
y los hemisferios (ipsi- y contra-lateral a la lesién) fueron separados y pesados en
fresco de forma independiente para obtener el peso humedo. Posteriormente, el
tejido fue sometido a una temperatura de 105 °C durante 24 h en una estufa de calor
seco; a continuacion, el tejido fue pesado nuevamente y registrado su peso seco.
El porcentaje de agua cerebral contenida en cada hemisferio se calculé utilizando
la siguiente ecuacion (Yousuf et al., 2009):

[(Peso himedo) — (Peso seco) * 100]
peso humedo

% Agua en el hemisferio =

Finalmente, el de cambio en el contenido de agua entre ambos hemisferios se

calculd utilizando la siguiente ecuacion:
Cambio individual de agua (%) = contenido de agua ipsilateral (%) — contenido de agua contralateral (%)

5.9 Evaluacion del volumen de infarto cerebral

Con el objetivo de evaluar el efecto del RSV sobre el daio tisular, se midié el
volumen de infarto utilizando la técnica de tincion con 2, 3, 5-trifenil tetrazolio cloruro
(TTC) de acuerdo al método de (Chen et al., 2009). Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (100 mg/kg; i.p.) (Q7833215, PiSA) y decapitados
24 h después de la reperfusion. El cerebro fue rapidamente disecado y congelado
a -70 °C por 6 min para facilitar el corte del tejido. En seguida, el cerebro se cortd
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en secciones coronales seriales de 2,5 mm de grosor. A continuacion, los cortes
fueron separados y colocados individualmente en una placa para cultivo celular de
24 pozos. Los cortes fueron incubados en 1 ml de solucion de TTC (T8877, Sigma-
Aldrich) diluido al 2% en amortiguador de fosfatos (61.86 mM KH2PO4, 38.14 mM
Na2HPO4, pH 7.4) durante 30 minutos a 37 °C en oscuridad y agitacion orbital
constante en una incubadora con rotor (3528, Eviron Lab-line) a 60 rpm. A
continuacion, los cortes fueron lavados con 1 mL de amortiguador de fosfatos salino
0.1 M (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCL, 10 mM NaxHPOa4, 1.8 mM KH2PO4, pH
7.4). Después del lavado el PBS fue retirado y reemplazado con paraformaldehido
(158127, Sigma-Aldrich) al 4% diluido en PBS permitiendo la fijacion por 1 h. Los

cortes fueron retirados del paraformaldehido y alineados para ser fotografiados.

La seccion que mostro el mayor efecto fue la corteza somatosensorial, ubicada
aproximadamente en la region Bregma -2.16 a -4.20 mm. Por lo tanto, esta region
fue considerada para el analisis de imagen utilizando el software ImageJ

(https://imagej.nih.gov/ij/) (Paxinos y Watson, 2007). Para evitar la influencia del

edema tisular, se considero como area total no infartada las areas tanto del
hemisferio ipsilateral como contralateral. (Swanson y Sharp, 1994). En seguida, el
volumen de infarto se calcul6 utilizando la siguiente férmula, donde el volumen total

de la rebanada se consideré como 100%.
% de Volumen de infarto = (Area infartada * 2.5 mm)(100)/(Area total * 2.5 mm)
5.10 Analisis de la region promotora del gen Abcc8

Con el objetivo de demostrar que la expresidon de SUR1 depende de la
actividad de factores transcripcionales sensibles al estado REDOX. Se realizo la
prediccion de los sitios de union del factor transcripcional SP1, HIF-1 y NFxB en el
promotor del gen Abcc8. Para el analisis, se consideraron 3000 pb (-2000 a +1000)
a partir del codén de inicio de la transcripcion (ATG) utilizando el portal

Bioinformatica ExPASy (http://www.expasy.Org/genomics).

Adicionalmente, debido a que la proteina AQP4 y su gen Agp4 forman un
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complejo con SUR1 y también aumentan su expresion durante la isquemia cerebral
(Taniguchi et al., 2000). Realizamos un analisis de prediccion de sitios de union en

el promotor de Agp4 utilizando las mismas condiciones para el analisis.
5.11 Ensayos de actividad de unién al ADN de factores transcripcionales

Durante la isquemia y reperfusion cerebral la expresion del gen Abcc8 podria
estar ligada al incremento en la actividad de factores transcripcionales sensibles al
estado REDOX como el factor transcripcional SP1 (Woo et al., 2012). Por lo tanto,
con el objetivo de evaluar el efecto del RSV sobre la actividad de unién del factor
transcripcional SP1 en el modelo de MCAO se realizaron ensayos de union al ADN.

5.11.1 Obtencion de extractos nucleares

Las proteinas nucleares se extrajeron de acuerdo al método de (Schreiber et
al., 1989). Se utilizaron 5 g de tejido de la corteza cerebral ubicada
aproximadamente en la region Bregma -2.16 a -4.20 mm (Paxinos y Watson, 2007).
El tejido fue lisado utilizando 500 yL del amortiguador A (10 mM HEPES pH 7,9, KCI
de 10 mM, EDTA de 0,1 mM, EGTA de 0,1 mM, DTT de 1 mM) complementado con
una mezcla de inhibidores de proteasas (P8340, Sigma-Aldrich) y fosfatasas
(P2850, Sigma-Aldrich) (dilucién 1:100). La mezcla se mantuvo en hielo durante 15
min y a continuacion se adiciond Nonidet P-40 (5%). La mezcla se centrifugo a
12,000 g durante 30 s en una centrifuga (Eppendorf, Modelo 5417R).
Inmediatamente, se elimind el sobrenadante (proteinas del citoplasma) y a la pastilla
(nucleos) se le afiadieron 50 pyL de amortiguador B (20 mM HEPES pH 7,9, 400 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT) mas inhibidores de proteasas vy
fosfatasas. El concentrado nuclear se agité suavemente durante 30 min a 4 °C; en
seguida se centrifugé a 14,000 rpm durante 5 min y el sobrenadante (proteinas
nucleares) fue recuperado. A continuacion, se cuantifico el contenido proteico
usando el método del acido bicinconinico (BCA1KIT, Sigma-Aldrich) y se hicieron

alicuotas de 15 pg de proteina las cuales fueron mantenidas a -70 °C hasta su uso.
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5.11.2 Alineamiento y marcaje de oligonucleétidos de unién para el factor
SP1

Los oligonucledtidos con la secuencia del sitio de unidn al factor
transcripcional SP1 (Tabla 2, anexo |.) fueron marcados con biotina en los extremos
OH-3" utilizando el Kit DNA 3' End Biotinylation (89818, Thermo sicientific). Para lo
anterior, se preparo un total de 29 yL de mezcla de reaccién (1X amortiguador de
reaccion deoxinucleotidil transferasas terminales (TdT), 100 nM oligonucledétidos de
la muestra, 0.5 uM Biotina-11-UTP, 0.2 U/uL TdT diluidas) mezclando los reactivos
que se muestran en la Tabla 3 (anexo I). La mezcla de reaccion de incubo a 37 °C
durante 30 min. En seguida se adicionaron 2.5 pyL e EDTA 0.2 M para detener la
reaccion y 50 pyL de la mezcla de cloroformo: alcohol isomilico (24:1) para extraer
las TdT. En seguida, la mezcla se agitd vigorosamente en vortex y se centrifugo a
16,000 rpm durante 2 min para separar las fases, se retird el sobrenadante y se

almaceno.

El marcaje de los oligonucleétidos complementarios se realizé por separado y
posteriormente se alinearon. Para ello, se mezclaron volumenes iguales de cada
oligonucledtido (volumen final 40 yL) y en seguida la mezcla se desnaturalizé en
bafio maria a 90 °C por 1 min, la cual se dejo enfriar lentamente a temperatura

ambiente.

5.11.3. Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA, del inglés
ElectrophoreticMmobilityAshift Assay) en gel

La deteccion de actividad de union al ADN del factor transcripcional SP1 en
el modelo in vivo se realizo utilizando el kit de EMSA de Chemiluminescencia de
LightShift (20148, Thermo sicientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
ello, se mezclaron 15 ug de extracto nuclear y 0.2 ng de oligonucleétidos alineados
marcados con biotina (10 fmol) en la mezcla de reaccién (1 mM de EDTA, 5 mM
MgClz, 2.5% Gilicerol, 25 ng/ uL poly dl:dC) (Tabla 4, anexo |). La mezcla se incubo
a temperatura ambiente durante 20 min. A continuacion, se anadieron 5 pL de

amortiguador de carga 6x (0.03% azul de bromofenol, 0.03% xileno cianol FF, 60%
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glicerol, 60 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,6). Inmediatamente, la mezcla se
cargo en geles de poliacrilamida [5% Acrilamida, 0.5X TBE (450 mM Tris, 450 mM
acido borico, 10 mM EDTA)] en condiciones no desnaturalizantes. La electroforésis
se corrio con amortiguador TBE 0.5X frio a 50 V por 2 h. Después, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nylon cargadas positivamente (60207, Biodyne).
La transferencia se realiz6 en una camara humeda de transferencia (Bio-Rad)
empleando amortiguador TBE 0.5X frio a 380 mA por 45 min. Para unir las proteinas
a la membrana, las membranas se reticularon a 120 mJ/cm? en un “crosslinker”

automatico (Amersham Biosciencies) por 1 min.

5.11.4. Revelado de ensayos EMSA

La deteccion del factor transcripcional SP1 a los oligonucleétidos marcados
se realizé con el kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (89880,
Thermo sicientific). La membrana se incub6 con 15 mL de amortiguador de bloqueo
a temperatura ambiente por 30 min en agitacion suave. En seguida se adicionaron
50 pL del conjugado estreptavidina-peroxidasa de rabano diluido en 15 mL de
amortiguador de bloqueo (1:300) y se incubd por 30 min a temperatura ambiente en
agitacion suave. Pasados los 30 min el amortiguador de bloqueo con conjugado se
desech¢ y fue sustituido por 5 mL de amortiguador de lavado 1X para retirar el
exceso de conjugado (no unido especificamente); se realizaron 4 lavados con 15
mL de amortiguador de lavado 1X por 5 min a temperatura ambiente en agitacion
suave. En el ultimo lavado el amortiguador de lavado 1X fue sustituido por 15 mL
de sustrato para peroxidasa de rabano (HRP) equilibrado y la membrana se incub6

por 5 min.

Para detectar la sefial se adiciond 1 mL de la solucién de luminol + perdxido
de hidrégeno (1:1). La deteccidon se realizd por quimiluminiscencia en un
fotodetector (Fusion SOLO S, Vilber Lourmat) utilizando ~10 min de exposicion. El
analisis densitométrico de las bandas se realiz6 utilizando el programa Image J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html).
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5.11.5 Ensayos de competencia

Con la finalidad de determinar la especificidad de unién del factor SP1, a los
oligonucledtidos con su respectiva secuencia consenso, se realizaron ensayos de
competencia utilizando oligonucleétidos con secuencias homologas (especifica) y
heterdlogas (inespecifica), pero sin marcar con biotina. Las mezclas de reaccion
utilizadas fueron las siguientes: 1) Extracto nuclear (15 ug) + oligonucleotido
homaologo-biotina (10 fmol), 2) Extracto nuclear (15 ug) + oligonuclesétido homdlogo-
biotina (10 fmol) + un exceso de oligonucleétido homdlogo no marcado (10 nM), y
3) Extracto nuclear (15 pg) + oligonucleotido homaologo-biotina (10 fmol) + un exceso
de oligonucledtido heterdlogo no marcado (10 nM).

Cuando se adicion6 un exceso de oligonucleotido homologo no marcado (10
nM) la sefial desaparecio, debido a la competencia especifica por el sitio de union.
Cuando el oligonucleoétido heterélogo no marcado se adicion6 en exceso (10 nM) la
sefal permanecio, ya que no hubo competencia especifica. Este experimento nos
indico que las proteinas se unen de manera especifica al oligonucleétido homdlogo.
Se observaron resultados similares con los factores transcripcionales SP1, HIF-1y
NF«B (Figura 11 A).

5.12. Evaluacion de la expresiéon de ARN mensajero

5.12.1 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario
(ADNc)

Con el objetivo de evaluar los niveles de expresion del ARNm del gen Abcc8
se realizo la extraccion de ARN total utilizando 5 mg de tejido de la corteza cerebral
ubicada aproximadamente entre las coordenadas Bregma -2.16 a -4.20 mm
(Paxinos y Watson, 2007). El tejido fue homogenizado en 1 mL de TRIzol®Reagent
(15596018; Thermo scientific). Las muestras homogeneizadas se incubaron durante
5 min a temperatura ambiente. En seguida, se agregaron 200 uL de cloroformo
(6117781EA, Sigma-Aldrich) por cada mL de TRIzol. Después, se agitaron

vigorosamente en vortex durante 15 s y se incubaron nuevamente a temperatura
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ambiente durante 3 min. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 12,000 x g
por 15 min a 4 °C. Después de la centrifugacion, la fase acuosa se transfirié a un
tubo limpio y se adicionaron 0.5 mL de isopropanol (19516, Sigma-Aldrich) por cada
mL de TRIzol. Las muestras se mezclaron suavemente y se incubaron a 4 °C
durante toda la noche para permitir la precipitacion del ARN. Después, se
centrifugaron a 12,000 x g por 10 min a 4 °C, se elimino el sobrenadante y se lavo
el pellet de ARN con 1 mL de etanol (E7020, Sigma-Aldrich) al 75% (en H20-DEPC).
Las muestras se mezclaron vigorosamente en vortex y posteriormente se
centrifugaron a 7,500 x g durante 5 min a 4 °C. Se elimino el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla a temperatura ambiente. En seguida el ARN se disolvio en 50 pL

H2O-DEPC y se cuantifico inmediatamente, manteniéndose siempre a 4 °C.

Para sintetizar el ADNc se mezclaron 5 yg de ARN total y 2.5 pM de
hexameros al azar (N8080127, Applied Biosystems), la reaccion se llevd a un
volumen final de 17.5 pL con H2O-DEPC. La mezcla se incubo durante 7 min a 65°C.
Inmediatamente la reaccion de transfiri6 a hielo y se agregaron los otros
componentes de la reaccion: amortiguador de reaccion M-MLV- 1X (M1701,
Promega), 200 uM de deoxinucledtidos trifosfatados (ANTP’s) (1969064, Roche), 25
U de inhibidor de ARNasas (RNasin®, N2115, Promega), 200 U de transcriptasa
reversa M-MLV-RT (M1701, Promega) (Tabla 5, anexo |). La mezcla de reaccién se
incubd 1 h a 37 °C.

5.12.2. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
(RT-qPCR)

El analisis del gen Abcc8 realizado en varios tejidos utilizando la tecnica de
Northern blot ha mostrado que el transcrito posee 4749 nucleétidos distribuidos en
39 exones (Aguilar-Bryan et al., 1995). Mediante RT-qPCR, utilizando la sonda
dirigida a los exones 38-39 (Rn01476317_m1, TagMan® FAM) se evaluo el nivel de
expresion del ARNm en nuestro modelo. Como control endégeno se determind la
expresion del ARN ribosomal de la subunidad 18S (ARNr-18S) (4308329, TagMan®
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VIC) y/o la proteina de union a caja TATA (tbp) (Rn01455648 m1, TagMan®VIC)

(Tabla 6, anexo I).

Se utilizé la siguiente mezcla de reaccion: master mix (2X), 40 uM sonda
TagMan, 10 uM oligonucleétido anti sentido, 10 uM oligonucleétido sentido, 1 uL de
ADNCc (dilucion 1:20) y H2O-DEPC libre de nucleasas; se realizo por triplicado (Tabla
7 y Tabla 8, anexo |). A continuacién, se cargaron por triplicado 11 uL de la mezcla
en tubos cénicos para la amplificacion. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 s a 95°C y un
min 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 realiz6 utilizando
el método comparativo 22T ( (Livak and Schmittgen, 2001)

5.13. Ensayos de inmunodeteccién en fase sélida (Western Blot)

Con el objetivo de evaluar la expresion de las proteinas SUR1 en nuestro
modelo y de manera adicional la expresién de la proteina AQP4 se realizaron
ensayos de Western blot. Se diseco tejido de la region donde el RSV mostré un
mayor efecto protector, esto fue entre las coordenadas Bregma -2.16 a -4.20 mm
(Paxinos y Watson, 2007). A continuacion, se extrajeron proteinas totales utilizando
5 mg de tejido cortical. Al tejido se le agregaron 500 uL de amortiguador para
ensayos de radioinmunoprecipitacion (RIPA) (150 mM NacCl, 1%, Nonidet-P40, 1%
desoxicolato de sodio, 5 mM EDTA, 50 mM HEPES, pH 7,5) al que se le agregaron
inhibidores de proteasas y fosfatasas a una dilucién 1:100. El tejido se disgregd
mecanicamente utilizando un sonicador (VCX130, Sonic vibra cell) con una amplitud
del 60% durante 20 s. En seguida, la suspension de tejido se mezclé con vortex
durante 5 min y a continuacion se centrifugd a 12,000 x g durante 10 min. El
sobrenadante se recupero y se determind la concentracién de proteinas utilizando
el método del acido bicinconinico. Las muestras se mezclaron con el amortiguador
de carga de Laemmli (60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-
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mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol) y se desnaturalizaron en bafio Maria a
100 °C durante 5 min.

Las proteinas fueron separadas por peso molecular empleando electroforesis
en geles desnaturalizantes de acrilamida al 10% (SDS-PAGE). Se cargaron 60 ug
de proteina por pozo. La electroforesis (camara mini Bio-Rad) se realizé durante 1.5
h a 120 V en amortiguador de electroforesis (25 mM Tris base, 192 mM glicina, 0.1%
SDS). Las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa
(1620112, Bio-Rad) utilizando una camara humeda de electroforesis (Bio-Rad)
durante 1 h a 400 mA en amortiguador de transferencia (25 mM Tris base, 192 mM
glicina, 20% metanol). Las membranas fueron bloqueadas por 1 h con leche baja
en grasa al 5% diluida en TBS-T (10 mM Tris-base, 200 mM NaCl y 0.1% Tween
20, pH 7.5). Posteriormente, fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario diluido en leche al 5% en TBS-T utilizando la dilucion
especificada en la Tabla 9. La membrana fue lavada 4 veces por 10 min con
amortiguador TBS-T y enseguida incubada durante toda la noche a 4 °C con
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa segun fue requerido (Tabla
10). La membrana fue lavada 4 veces por 10 min con amortiguador TBS-T y
posteriormente se realizd la deteccion por quimiluminiscencia empleando 1 mL de
la mezcla de Iluminol y sustrato para HRP (WBLUF0100, Milipore). La
quimioluminisencia se registro en un fotodetector (Fusion SOLO S, Vilber Lourmat).

Para normalizar la cantidad de proteina cargada en el gel, las membranas fueron
incubadas dos veces con amortiguador de desnudado (200 mM glicina, 3,5 mM SDS
y 1% Tween 20, pH 2.2) durante 5 min, seguido de bloqueo por 1 h. Finalmente, las
membranas fueron incubadas con anticuerpos anti a-Tubulina, proteina que fue
utilizada como control de carga (ver tabla 9) siguiendo por el proceso descrito

anteriormente.
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Tabla 9. Anticuerpos primarios utilizados en Wester blot e inmunofluoresencia.

ANTICUERPO CATALAGO (wWB) FLUORESENCIA)
Anti-HIF-1a - Anticuerpo monoclonal de raton SC-13515  ||-——-- 1:200
Anti-SP1 - Anticuerpo monoclonal de ratén SC-4020  ||--—-- 1:200
Anti-NFB«/p52 - Anticuerpo monoclonal de raton SC-7386 || -——-- 1:200
Anti-GADPH - Anticuerpo monoclonal de raton SC-47724 1:2000 ||---—--
Anti-GADPH - Anticuerpo policlonal de conejo SC-25778 || -——-- 1:600
Anti-SUR1 - Anticuerpo policlonal de cabra SC-5789 1:500 1:200
Anti-SUR1 - Anticuerpo monoclonal de ratén AB-134292 1:1000 1:200
Anti-Actina - Anticuerpo monoclonal de raton SC-8432 || 1:600
Anti-AQP4 - Anticuerpo monoclonal de ratén SC-32739 1:1000 1:200
Anti-AKT- Anticuerpo policlonal de conejo 9272 1:750 || -
Anti-p-AKT (ser-473) - Anticuerpo policlonal de conejo ||40602 1:750 ||
Anti-Tubulina - Anticuerpo monoclonal de raton SIGMA, T9026 || 1:5000 ||-----
Anti- Ocludina - Anticuerpo policlonal de raton GTX114949 ||---—-- 1:200
Anti-GFAP -Anticuerpo monoclonal de raton AB-190288  ||--—---- 1:200
Anti-GFAP -Anticuerpo monoclonal de conejo DAKO-Z20334 ||---—-- 1:200
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Tabla 10. Anticuerpos secundarios utilizados en Western blot e inmunofluoresencia

ANTICUERPO CATALAGO (WB)
(FLUORESENCIA)

Anti-IgG de cabra conjugado con peroxidasa JIR-705-035-003 || 1:2500 ||----

Anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa JIR-115-035-062 || 1:5000 ||----

Anti-gG de conejo conjugado con peroxidasa JIR-111-035-003 ||1:3000 ||----

Anti-lgG de cabra conjugado Alexa Fluor® 594-|| JIR-705-585- - 1:500

I9G 147

Anti-lgG de ratéon conjugado con DyLight™ 488-||JIR-715-485-150 || ---- 1:500

IgG

Anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor®||JIR-  711-585-]|---- 1:500

594-1gG 152

Anti-lgG de conejo conjugado con DyLight™ 488-|| AB-1500-73 — 1:500

IgG
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5.14. Inmunofluorescencia en cortes cerebrales de tejido

Se ha demostrado en humanos y en modelos animales de isquemia cerebral
que SUR1 aumenta su expresiéon en todos los miembros de la UNV en condiciones
de isquemia (Simard et al., 2006; Mehta et al., 2015). Siendo las células del EnVC
las células donde tiene especial importancia debido a que participa en la evolucion
del edema cerebral y dafio a la BHE (Woo et al., 2012).

Por lo tanto, para evaluar la expresiéon de SUR1 especificamente en las células
del EnVC que conforman la BHE en la corteza cerebral, se realizaron ensayos de
inmunofluoresencia en cortes coronales de tejido. Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (100 mg/kg de peso corporal; via i.p.; Q7833215,
PiSA) y se perfundieron por via intracardiaca con 200 mL de PBS 0.1 M frio, seguido
de 200 mL de paraformaldehido al 4% diluido en PBS 0.1 M frio para fijar el tejido.
A continuacion, se diseco el cerebro y se sumergio en paraformaldehido al 4%
diluido en PBS 0.1 M durante 24 h; posteriormente el tejido se transfirié de manera
secuencial a una solucion con una concentracion creciente (10, 20 y 30%) de
sacarosa (S8501, Sigma- Aldrich) durante tres dias a 4 °C. Del tejido fijado se
obtuvieron secciones coronales (15 ym) utilizando un micrétomo por congelacion
(27, Sartorius-Werke). Las secciones de tejido se almacenaron a -20 °C en una
solucion crioprotectora (30% de etilenglicol, 20% de glicerol en PBS 0.1 M, pH 7,4)
hasta su uso.

Las secciones se montaron en portaobjetos tratados con silano y se secaron
por 24 h a 4 °C. Posteriormente, fueron bordeadas utilizando un marcador
hidrofébico (50310, Pan Pen) y se permeabilizaron con 100 uL de Tritén X-100 al
0.1% en PBS 0.1 M durante 30 min. En seguida se incubaron en solucion de bloqueo
(10% suero normal de burro, 1% albumina sérica bovina (BSA) y 0.1% Tritén X-100
en PBS 0.1 M) durante 1 h. Y se lavaron 5 veces con solucion de lavado (0.5% BSA
en PBS 0.1 M). Las secciones se incubaron con anticuerpos primarios anti-SUR1 y

anti ocludina (marcador especifico de EnVC). Adicionalmente, se evalud la
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expresion de AQP4 en astrocitos por lo que se utilizdé un anticuerpo primario anti
proteina acida fibrilar (GFAP) como marcador especifico de astrocitos (ver Tabla 9)
para inmunofluoresencia diluidos en 100 pL de solucion de incubacion (1% BSA,
0.1% Tritbn X-100 diluido en PBS 0.1 M). Los anticuerpos primarios fueron
incubados a 4 °C durante toda la noche (ver Tabla 9). Después, las secciones se
lavaron 5 veces con 100 pL solucion de lavado (0.5% BSA en PBS 0.1 M) seguido
de 5 lavados (100 uL de PBS 0.1 M) para retirar los anticuerpos primarios. En
seguida, el tejido se incubo por 2 h con los anticuerpos secundarios conjugados
segun fue requerido en 100 pL de solucién de incubacion (0.05% Tween-20 en PBS
0.1 M) (ver Tabla 10). Para eliminar el anticuerpo secundario el tejido se lavd 5
veces con 100 pL de solucion de lavado (0.5% BSA en PBS 0.1 M) seguido de 5
lavados con PBS 0.1 M. Luego, las secciones fueron incubadas durante 15 min con
1 mg/mL de 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich) para detectar nucleos.
Los cortes fueron montados con medio Mowiol (4.8% Mowiol 4.88, 0.1% p-
fenilendiamina, 12% glicerol, 0.02% NaN3, y 0,2 M Tris-HCI). Las imagenes se
adquirieron en un microscopio invertido Olympus modelo 1X71 (Olympus
Corporation of the Americas, Center Valley, PA, EE. UU.) utilizando el objetivo seco
fuerte 40X. Para el analisis se consideraron 4 campos por seccion de tejido
analizandose 2 secciones por cerebro en 3 experimentos diferentes. El analisis de
imagen se realizo utilizando el software Image J 1.8.0 (Rasband, 1997). El analisis
de co-localizacion se realizé de la siguiente manera: 1) los canales se separaron
con la funcion dividir canales; 2) la localizacion de los canales de interés verde
(SUR1 0 AQP4) y rojo (Ocludina o GFAP) se analizé utilizando la funcion Analyze >
co-localization > colo-calization threshold. La co-localizacién fue reportada como %
de co-localizaciéon SUR1/ocludina o AQP4/GFAP.

5.15. Ensayos de electrofisiologia en células enteras de cortes corticales de

tejido

Para evaluar el efecto del RSV sobre la actividad de SUR1, evaluamos la
conductancia total en neuronas corticales localizadas entre las coordenadas

Bregma -2.16 a -4.20 mm (Paxinos y Watson, 2007). Los experimentos se
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realizaron como se describié anteriormente (Hernandez-Abrego et al., 2018). Se
obtuvieron rebanadas cerebrales de ratas Wistar (peso 280 - 320 g). Las ratas
fueron decapitadas, el cerebro rapidamente removido (~ 3 min) y colocado en una
solucion de preservacion (250 mM sacarosa, 2,5 mM KCI, 1,2 mM NaH2PO4, 5 mM
MgClz, 0,5 mM CaClz, 26 mM NaHCOg3, 10 mM glucosa, pH 7,4) fria (~ 4 °C).

Los cortes coronales (350 ym de espesor) fueron realizados en ~ 5 min
empleando un vibratomo (VT 1000, Leica) y sumergidas inmediatamente en liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF, 125 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1,23 mM NaH2PO4, 1
mM MgClz, 2 mM CaClz, 26 mM NaHCOs, 10 mM glucosa, pH 7,4). Los cortes se

estabilizaron en esta solucion durante al menos 1 h antes del registro eléctrico.

Un corte se transfirio a una camara y se perfundio durante el experimento con
ACSF a una velocidad de ~2 mL/min. Las neuronas corticales se visualizaron
usando un microscopio de contraste por interferencia diferencial infrarroja
(BX51W1, Olympus) dotado de objetivo 80x de inmersion en agua. Los registros se
realizaron utilizando el método de fijacibn de voltaje “Voltage-Clamp” en
configuracion de células enteras (Hamill et al., 1981). Para lo anterior se utilizé una
PC-ONE (Dagan Corporation, MN, EE.UU.) con un sistema de adquisicion Digidata
1440A (Molecular Devices, CA, USA). Asi mismo, se utilizaron pipetas de “Patch
Clamp” con una resistencia de 3-7 MQ llenadas con solucion interna (140 mM KCl,
5 mM NaCl, 1 MgClz, 10 mM HEPES y 10 mM EGTA, pH 7,4). Inmediatamente
después de entrar en contacto con una neurona cortical se inicio el registro en la
configuracion de células enteras (1-2 s), potencial de -70 mV y pulso despolarizante
(20 mV, 30 s). Este pulso temprano permitié obtener la corriente de iones en
condiciones celulares iniciales (ll), justo antes de que la solucion de la pipeta entrara
en equilibrio con la solucidn intracelular, lo cual toma aproximadamente 4-60 s
(Pusch y Neher, 1988). El pulso despolarizado se aplicd continuamente para
monitorear los cambios en la corriente de iones. Bajo las condiciones
experimentales correspondientes la corriente de iones en respuesta al pulso de 2
mV se evaluo al principio (1-2 s, Il) y al final del experimento (3 min, if) como la

relacion: if/ll; Suponiendo que en este ultimo momento la neurona estaba en las
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condiciones experimentales elegidas. El software pClamp 10 se utilizé para medir
los cambios de corriente de iones. Origin 7 (Microcal software, MA, USA) fue
utilizado para analizar y graficar los resultados. Estos experimentos fueron
realizados en el laboratorio B12 de comunicacion Celular y Neurotransmision del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM con la asesoria del Dr. Jesus Garcia

Colunga.

5.16. Cultivos celulares

Con el objetivo de entender el mecanismo de accion del RSV en la
regulacion de la expresion de SUR1 en la BHE, utilizamos la linea de células de
EnVC humano (HBEC-5i, ATCC® No. CRL-3245™). Las células HBEC-5i se
originaron de pequenos fragmentos de corteza cerebral humana obtenidos de
pacientes que fallecieron por diversas causas careciendo de anomalias patologicas
cerebrales. Las células HBEC-5i retienen muchas de las caracteristicas de las
células endoteliales: expresan patrones estables de marcadores de células del
EnVC como la VE-cadherina, el factor von Willebrand VIl y la ocludina periférica;
ademas, exhiben estructuras caracteristicas de células que expresan proteinas de
union estrecha. En resumen, las células HBEC-5i son células inmortalizadas que

pueden utilizarse para estudiar la respuesta de las células que integran la BHE.

Las células HBEC-5i fueron mantenidas a 37 °C, 5% de CO2y 18% de Oz
en una incubadora (INCO108med, Memmert). Se uso6 gelatina al 0.5% (S-006-100,
Gibco) diluida en H20 bidestilada como sustrato y medio de cultivo Eagle modificado
de Dulbecco’s (DMEM/F12; D1152-1L, Sigma-Aldrich) de alta glucosa enriquecido
con el suplemento de crecimiento microvascular (MVGS; S-005-25, GIBCO) y suero
fetal bovino (SFB; S1650-500, Biowest) para obtener concentraciones finales de: 10
% viv SFB, 1 mg/mL hidrocortisona, 3 ng/mL factor de crecimiento de fibroblastos
humano, 10 mg/mL heparina, 1 ng/mL factor de crecimiento epidérmico humano y
0,08 mM AMP ciclico.
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5.17. Modelo de privacion de oxigeno y glucosa (OGD)

Para evaluar el efecto de la isquemia cerebral en las células endoteliales
utilizamos un modelo in vitro de isquemia cerebral inducido por OGD. Para inducir
el modelo se reemplazé el medio de cultivo por una solucion fisiologica KHB sin
glucosa (118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 4.2 mM NaHCOs3, 1.2 mM KH2POs4, 1.2 mM
MgSQOa4, 1.3 mM CaClz, 10 mM HEPES, pH 7.6). En seguida los cultivos fueron
transferidos a una incubadora (INCO108med, Memmert) equipada con controlador
de Oz, CO2 y N2 manteniendo condiciones de 1% O,, 5% CO,, 94% N, y 37 °C
durante 2 h. Después de 2 h de OGD las células fueron retiradas de la condicion de
hipoxia y la solucion fisiologia fue reemplazada nuevamente por medio de cultivo
fresco y las células incubadas en condiciones de 18% de O, 5% de CO2y 37 °C
(periodo denominado de recuperacion). El grupo control fue sometido a cambio de

medio (control de manipulacion) en condiciones de 18% de O2, 5% de CO2y 37 °C.

5.18. Grupos experimentales

Para todos los experimentos, los cultivos celulares fueron divididos en los
siguientes grupos: 1) CT, células control; 2) +VH, cultivo celular sometido a OGD
con administracion de vehiculo; y 3) +RSV, +NAC o +CUR, cultivos celulares
sometidos a OGD y administrados con RSV, NAC, o CUR; 4) +MIT A, +NF«xBin, o
+AKTin, cultivos celulares sometidos a OGD y la administracion de mitramicina A
(inhibidor de SP1), el inhibidor de NFxB o inhibidor de AKT (Tabla 11).
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Tabla 11. Antioxidantes e inhibidores utilizados en cultivo celular
ANTIOXIDANTES E INHIBIDORES CATALAGO MARCA
RESVERATROL R5010 SIGMA
CURCUMINA C1386 SIGMA
N-Acetyl- L- Cystein A7250 SIGMA
MITRAMICINA A (SP1 INHIBITOR) M6891 SIGMA

NFxB ACTIVATION INHIBITOR IV 481412 CALBIOCHEM
AKT- INHIBITOR A6730 SIGMA

5.19. Tratamientos en cultivo celular

Se pesaron 0.9 mg de RSV el cual fue diluido en 250 uL de vehiculo (DMSO, D2630,
Sigma-Aldrich), 250 uL EtHO (E7020, Sigma-Aldrich) 0 500 uL KHB sin glucosa para
obtener un stock de 4 mM. En seguida, se adicionaron 5 uL del stock por cada 4
mL de medio o KHB para obtener una concentracion final de 5 uM (a excepcion de
la dosis respuesta). Los antioxidantes e inhibidores fueron administrados en

concentraciones equimolares y se mantuvieron durante y después de la OGD (Tabla
11).

5.20. Evaluacion del edema celular en las células HBEC-5i

La muerte celular por necrosis presenta cambios morfoldégicos importantes,
caracterizados por hinchazon (aumento de volumen celular) y la pérdida de
estructuras celulares (Loh et al., 2018). Para evaluar el efecto de la OGD en el
volumen celular, las células HBEC-5i se sembraron en placas de 60 mm de diametro
(densidad de 800,000 células/placa) previamente tratadas con gelatina al 0.5%. Las
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células se sometieron a OGD por 2 h y diferentes tiempos de recuperacion (3, 6, 9,
12 y 24 h). Las imagenes se registraron digitalmente en un microscopio invertido
(MBL 3200, Kruss Optronic) utilizando un filtro de contraste de fases y el objetivo
10x. Se contd el numero células hinchadas (con aumento de volumen celular). Para
el analisis se consideraron 4 campos por cultivo en 3 experimentos diferentes y se

calculd el porcentaje de edema celular utilizando la siguiente férmula.

_ (ncelulas inchadas por campo)(100)
Edema celular (%) = (n total de celulas por campo)

5.21. Ensayo de viabilidad con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-,2-
difeniltetrazolio (MTT) en células HBEC-5i

El ensayo MTT implica la conversion del colorante amarillo hidrosoluble MTT en una
sal de formazan color purpura insoluble en agua por la accion de las reductasas
(principalmente mitocondriales) lo que permite detectar el dafio y la viabilidad celular
(Loh et al.,, 2018). Las ceélulas HBEC-5i se sembraron en placas de 96 pozos
(densidad de 30,000 células/pozo) previamente tratadas con gelatina al 0.5%. Las
células se sometieron a2 h de OGD y 24 h de recuperacion, después se adicionaron
al medio 10 uL del stock de MTT (5 mg/mL) diluida en amortiguador de fosfatos (10
mM KH2PO4) por pozo. Las células se incubaron por 1.5 h en condiciones de 18%
de O2, 5% de CO2y 37 °C. En seguida se retir6 cuidadosamente el medio y se
adicionaron 150 uL de DMSO (67685, Fermont) para disolver los cristales de MTT.
En seguida la placa se sometio a agitacion durante 15 min. La absorbancia se
determiné a una longitud de onda de 570 nm y 690 nm en un lector de placas. Esta
ultima es la longitud de referencia para restar el fondo, por lo tanto los valores de
absorbancia se expresaron mediante las diferencias de 570-690 nm.
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5.22. Ensayo de liberacién de deshidrogenasa lactica (LDH) en células HBEC-
5i

Se ha demostrado que la muerte celular por necrosis representa un
mecanismo importante de muerte en la isquemia cerebral que ocurre en muchos
tipos celulares del SNC, incluyendo a las células del EnVC. Asi mismo, la LDH, es
una enzima citoplasmatica que se libera rapidamente hacia el sobrenadante del
cultivo celular cuando la membrana plasmatica se dafia debido al aumento
descontrolado del volumen celular, una caracteristica importante de las células que

sufren muerte celular por necrosis (Kumar et al., 2018).

Con el objetivo de evaluar la muerte celular por necrosis se evaluo la
actividad de la LDH en el medio de cultivo. Las células HBEC-5i fueron sembradas
en placas de 60 mm de diametro (800,000 ceélulas/placa) previamente tratadas con
gelatina al 0.5% y sometidas a 2 h de OGD y 24 h de recuperacion. Después se
recuperaron 50 uL de medio de cultivo el cual se mezclo con 150 ul de la solucion
de reaccion (320 uL de piruvato 23 mM y 160 ul de f -NADH 14 mM diluidos en 9.25
mL de amortiguador de fosfatos KH2PO4 0.01 M). La actividad de LDH se evalud
en placas de 96 pozos mediante una cinética enzimatica. La absorbencia se midio
a 340 nm (lecturas cada min durante 10 min, 37 °C) en un lector Sinergy™ HT. Se
estim6 el cambio en la absorbencia cada minuto (AAbs/min) y se realizé6 una
regresion lineal para obtener la pendiente (m). Finalmente, se aplico la siguiente

férmula para obtener la activi
dad enzimatica:

(mAAbs/min) V.
510 S 10

Actividad enzimatica =

Donde (m) es de la pendiente, (€) el coeficiente de extincién enzimatica a 340 nm
(6.23 x 103 L/mol/cm), (L) la trayectoria Optica de la cubeta (1 cm), (V) es el volumen
final de la prueba (200 pL) y (v) es el volumen de la muestra (50 ulL). Los resultados

fueron representados en unidades por litro (U/L).
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5.23. Ensayos de determinacién de ERO en células HBEC-5i

En isquemia cerebral las ERO aumentan considerablemente, pero es durante
los primeros minutos de la reperfusion donde se generan grandes cantidades
(Peters et al., 1998), impidiendo la activacién de vias de sefializacion. Por ello la

regulacion de su concentracion es esencial.

La generacion de ERO se evaluo usando la técnica de oxidacion de la
dihidroetidina (DHE), la cual una vez internalizada es oxidada por las ERO a etidio
el cual se intercala en el ADN mitocondrial y nuclear emitiendo una sefal

fluorescente que es proporcional al estado REDOX celular.

Para el ensayo, las células HBEC-5i fueron sembradas sobre cubreobjetos
redondos de 12 mm de diametro previamente tratados con gelatina al 0.5% como
sustrato a una densidad de 10,000 ceélulas/cubre. A continuacion, las células fueron
incubadas con DHE (SIGMA D7008) 20 uM en solucién KHB durante y después de
la OGD. Después de la OGD y la recuperacion (0, 15, 30, 60,120 y 240 min) se retird
la solucion y las células fueron fijadas con metanol (323415, Sigma-Adrich) frio ~20
°C durante 5 min. Posteriormente, el metanol fue retirado y las células mantenidas
en PBS 0.1 M frio hasta su uso. La fluorescencia emitida por la DHE oxidada se
detectd utilizando un filtro de excitacidon 518/emision 606 nm en un microscopio
invertido (Olympus 1X71, Olympus Corporation of the Americas, Center Valley, PA,
USA) objetivo 20X y de inmersion 100X y 20X. Ademas, se detectd la expresion de
actina siguiendo el protocolo para inmunofluorescencia en cultivo celular (ver abajo).
Para el analisis, se consideraron 4 campos (20X) por cubreobjetos en 3
experimentos diferentes. La intensidad de sefal se calcul6 con el software Image J
de la siguiente manera: 1) los canales se separaron con la funcion dividir canales;
2) el area de interés fue seleccionada con la funcion de gestor de ROl y la media de

pixeles de fluorescencia total del campo fue evaluada.
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5.24. Ensayos de unién al ADN en células HBEC-5i
4.24.1 Obtencion de extractos nucleares

Los mecanismos transcripcionales que participan en la expresién de SUR1
parecen ser especificos de las células del EnVC (Woo et al., 2012). Por lo tanto, se
realizaron ensayos de unién al ADN (EMSA) en cultivos de células de EnVC
sometidas OGD. Se siguié el protocolo utilizado en el modelo in vivo con las

siguientes modificaciones:

Primero se extrajeron proteinas nucleares de acuerdo al método de (Schreiber
et al., 1989). Para la extraccion, las células HBEC-5i se sembraron en placas de 60
mm de diametro previamente tratadas con gelatina al 0.5% a una densidad de
1,500,000 células/ placa. En seguida, se sometieron a OGD por 2 h y diferentes
tiempos de recuperacion. Después, las células se cosecharon con 500 uL de tripsina
2.5 X(0.25% Tripsina, 0.53 mM EDTA) en un tubo conico de 1.5 mL. A continuacién,
la suspension celular se centrifugd a 125 x g durante 5 min, después se retird la
tripsina y se adicionaron 500 puL de KHB frio y fueron nuevamente centrifugadas a
125 x g durante 5 min. En seguida, el KHB fue retirado y el botdn celular fue lisado
utilizando 50 pL del amortiguador “A” complementado con una mezcla de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (dilucién 1:100). La mezcla se mantuvo en
hielo durante 15 min y a continuacién se adicion6 Nonidet P-40 (5%). La mezcla se
centrifugé a 12,000 g durante 30 seg en una centrifuga (Eppendorf, Modelo 5417R).
Inmediatamente, se elimind el sobrenadante (proteinas del citoplasma) y a la pastilla
(nucleos) se le afiadieron 40 pL de amortiguador “B” mas inhibidores de proteasas
y fosfatasas. A continuacion, se continuo con el protocolo indicado para la extraccion
de proteinas nucleares en tejido cerebral.

5.24.2. Ensayos EMSA

Los oligonucleodtidos con la secuencia de los sitios de unidn a los factores
transcripcionales SP1, HIF-1 y NFkB (Tabla 2, anexo I) fueron marcados con biotina
en los extremos OH-3" utilizando el Kit ADN 3' End Biotinylation (89818, Thermo
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sicientific) siguiendo las indicaciones de marcaje previamente a detalle en el modelo
vivo. Asi mismo, la deteccién de actividad de unién al ADN de estos factores se
realizoé siguiendo instrucciones del fabricante y el protocolo descrito previamente

para el modelo in vivo.
5.25. Inmunofluorescencia en células HBEC-5i

La técnica de inmunofluorescencia nos permite visualizar la localizacién de
proteinas sin afectar la estructura celular. Por lo tanto, se utilizé para identificar la
localizacion de los factores transcripcionales SP1, HIF-1 y NF«kB en el citosol y en

el nucleo.

Las células HBEC-5i fueron sembradas sobre cubreobjetos redondos de 12
mm de diametro previamente tratados con gelatina al 0.5% como sustrato, a una
densidad de 10,000 células/cubre. Después del estimulo de OGD y recuperacion
requerido, las células fueron fijadas con metanol (323415, Sigma-Aldrich) frio ~-20
°C durante 5 min. En seguida, el metanol fue retirado y las células se mantuvieron
en PBS frio hasta su uso. A continuacion, las células se permeabilizaron y se
incubaron en solucion de bloqueo. Después, las células se incubaron con
anticuerpos primarios contra SP1, HIF-1a, NFkB o SUR1 en combinacién con un
anticuerpo primario contra gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) el
cual fue utilizado como marcador celular citosélico (ver Tabla 9) diluidos en 100 pL
de solucidon de incubacion. Los anticuerpos primarios fueron incubados a 4 °C
durante toda la noche (ver Tabla 9). Después, las células se lavaron para retirar los
anticuerpos primarios y se continuo con la incubacién del anticuerpo secundario por
2 h (ver Tabla 10). Asi mismo, las células fueron incubadas durante 15 min con 1
mg/mL de DAPI para detectar nucleos. En todo momento se siguio el protocolo para
inmunofluorescencia indicado a detalle en el modelo in vivo. Las imagenes se
adquirieron con un objetivo seco fuerte 40X en un microscopio invertido Olympus
modelo 1X71 (Olympus Corporation of the Americas, Center Valley, PA, EE. UU.).
Para el analisis, se consideraron 4 campos (40X) por cubre objetos en 3

experimentos diferentes.
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Para evaluar la intensidad de seial se utilizo el software Image J (Rasband,
1997) de la siguiente manera: 1) los canales se separaron con la funcion dividir
canales; 2) el area de interés fue seleccionada con la funcion de gestor de ROl y la
media de pixeles de fluorescencia total del campo fue evaluada y reportada en
unidades arbitrarias (A.U). Asi mismo, para evaluar la localizacion nuclear el analisis
de realiz6 de la siguiente manera: 1) los canales se separaron con la funcién dividir
canales; 2) la localizacion de los canales de interés azul (DAPI) y rojo (SP1, HIF-1a
o NFxk B) se analizé utilizando la funcion Analyze > colocalization > colocalization
threshold. La colocalizacion fue reportado como % de colocalizaciéon Factor de

transcripcion/DAPI.
5.26. Evaluacion de la expresion de ARNm en células HBEC-5i

Con el objetivo de evaluar los niveles de expresion del ARNm del gen Abcc8
en las células del EnVC se realiz6 la extraccion de ARN total. Para lo cual, las
células HBEC-5i se sembraron en placas de 60 mm de diametro previamente
tratadas con gelatina al 0.5% a una densidad de 1,500,000 células/placa. Después,
las células sometieron a OGD por 2 h y diferentes tiempos de recuperacion.

Para extraer el ARN el medio de cultivo fue remplazado por 500 uL de
TRIzol®Reagent y la solucion fue recolectada en tubos conicos de 1.5 mL. A partir
de este punto, se continuo con el protocolo indicado en el modelo in vivo para la
extraccion y sintesis de ADNc. Se utilizaron la sondas dirigidas los exones 1-2
(Hs01093751_m1, TagMan® FAM) y a los exones 20-21 (Hs01093752_m1,
TagMan® FAM) del gen Abcc8. Como control endégeno se determind la expresion
del ARN ribosomal de la subunidad 18S (ARNr-18S; 4308329, TagMan® VIC)
(Tabla 6). La mezcla de reaccion y las condiciones de amplificacion utilizadas se
realizaron siguiendo el protocolo indicado en el modelo in vivo. El analisis de los

datos se realizé utilizando el método comparativo 224CT (Livak y Schmittgen, 2001).
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5.27. Ensayos de Western blot en células HBEC-5i

Con el objetivo de evaluar la participacion de AKT en la via de expresion de
SUR1 en nuestro modelo, asi como el efecto del RSV esta via de sefalizacion se
realizaron ensayos de Western blot. Las células HBEC-5i se sembraron en placas
de 60 mm de diametro previamente tratadas con gelatina al 0.5% a una densidad
de 1,500,000 células/placa. En seguida, las células se sometieron a OGD por2 hy
diferentes tiempos de recuperaciéon. A continuacién, se cosecharon con 500 uL de
tripsina 2.5X (0.25% Tripsina, 0.53 mM EDTA) en un tubo conico de 1.5 mL. A
continuacion, las células se centrifugaron a 125 x g durante 5 min, después se retird
la tripsina y se adicionaron 500 pyL de KHB frio y fueron nuevamente centrifugadas
a 125 x g durante 5 min. En seguida, el KHB fue retirado y el boton celular fue lisado
utilizando 50 pL del amortiguador RIPA conteniendo inhibidores de proteasas vy
fosfatasas (1:100). En seguida, la suspension celular se mezclo y se centrifugo a
12,000 xg. El sobrenadante se recuperé y se determind la concentracion de
proteinas utilizando el método de acido bicinconinico. Las muestras se mezclaron
con el amortiguador de carga de Laemmli y se desnaturalizaron en bafio Maria a
100 °C durante 5 min.

Se utilizaron anticuerpos primarios p-AKT, AKT o SUR1 (ver Tabla 9) y
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (ver tabla 10). Para normalizar
la cantidad de proteina cargada en el gel, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos anti a-tubulina o anti gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
(ver tabla 9), siguiendo en todo momento el protocolo indicado a detalle para

Western blot en el modelo in vivo.
5.28. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico GraphPad Prism
version 5.0c; utilizando un analisis de varianza ANOVA de una via, Tukey para
comparacidon de medias de mas de 3 grupos; tomandose como resultado

significativo una p<0.05%. El tamafio de muestra varié en cada experimento.
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VI. RESULTADOS

6.1. EI RSV reduce el dano a la BHE provocado por isquemia cerebral en ratas

Para evaluar el efecto del RSV sobre el dafo inducido por la isquemia cerebral,
examinamos las propiedades de permeabilidad de la BHE. Primero evaluamos la
extravasacion de azul de Evans, un indicador de la alteracion de la integridad de la
BHE. En ratas a las cuales se indujo isquemia por 2 h y fueron sacrificadas 24 h
después de iniciada la reperfusion, encontramos que la isquemia aumenta la
extravasacion del azul de Evans exclusivamente en el lado ipsilateral de la lesién
(Figura 5 A - B). El porcentaje de extravasacion azul de Evans para el grupo +VH
fue de 14.68 + 1.07% siendo este resultado estadisticamente significativo respecto
al grupo CT (0.2 = 0.0%) (CT vs +VH; ***p<0.001). Estos hallazgos demostraron
que la isquemia afecta la integridad de la BHE. En contraste, cuando se administrd
el RSV se redujo la extravasacion a 6.54 + 1.59% siendo este resultado

estadisticamente significativo (+VH vs +RSV; **p <0.01) (Figura 5 C).

6.2. El RSV reduce el contenido de agua cerebral en ratas sometidas a

isquemia cerebral.

Con la finalidad de evaluar el efecto del RSV en la formacion del edema durante la
isquemia cerebral, se calculd el cambio en el contenido de agua cerebral en nuestro
modelo. Encontramos que 2 h de MCAO seguido de 24 h de reperfusion induce un
aumento en el contenido de agua cerebral respecto al grupo control siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (CT, 0.16 + 0.10% vs +VH, 4.1 £ 0.26 %j;
***p<0.001). Asi mismo, observamos que en las ratas con isquemia la
administracién de RSV redujo el porcentaje de agua cerebral en comparacion con
el grupo al que se le administro el VH (+VH, 4.1 £ 0.26 % vs +RSV, 2.9 + 0.32%;
**p<0.01) (Figura 6).
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Figura 5. Efecto del RSV en la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE). Se
indujo isquemia cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante
la oclusion de la arteria cerebral media (MCAQ) por 2 h seguido de 24 h de reperfusion,
mientras que en los animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales
recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis
de 1.9 mg/kg de peso corporal; i.v.) al inicio de la reperfusion. A. Los cambios en la
permeabilidad de la BHE se visualizaron midiendo la extravasacion de azul de Evans en el
cerebro total y B. Cortes coronales. C. La extravasacion (%) se calculd midiendo el area

azul en el hemisferio ipsilateral (n= 7). Los valores se expresaron como media + D.E.

ANOVA, Tukey, **p <0.01; ***p<0.001.
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Figura 6. Efecto del resveratrol sobre el contenido de agua cerebral. Se indujo isquemia
cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusion de la
arteria cerebral media (MCAOQ) por 2 h seguido de 24 h de reperfusion, mientras que en los
animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales recibieron vehiculo
(+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de
peso corporal; i.v.) al inicio de la reperfusidn. El contenido de agua cerebral se calculé como
una proporcién porcentual entre el peso del tejido cerebral humedo y seco (n= 16). Los

valores se expresaron como media = D.E. ANOVA, Tukey, **p <0.01; ***p<0.001.
6.3 El RSV aumenta la supervivencia en ratas sometidas a isquemia cerebral

La formacién del edema esta asociada con el aumento de la mortalidad de
los pacientes que sufren isquemia cerebral (Desilles et al., 2013). Por lo tanto,
evaluamos si el tratamiento con RSV reduce la formacién del edema vy
consecuentemente disminuye la mortalidad en los animales en los cuales se indujo
isquemia cerebral. Observamos que 2 h de MCAO seguido de 24 h de reperfusion
disminuye significativamente el porcentaje de supervivencia respecto al grupo
control (CT, 100% vs +VH, 61.9 %). Mientras que el tratamiento con RSV aument6
notoriamente la supervivencia a un 90.4, el analisis estadistico de estos datos
empleando una tabla de contingencia arrojo un valor de chi-cuadrada igual a 12.36,
con una p< 0.0021 siendo este resultado estadisticamente significativo, mostrando
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que existe una relacion estadisticamente significativa entre el tratamiento con RSV

y el numero de animales vivos. (Figura 7).
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Figura 7. Efecto del RSV sobre la supervivencia. Se indujo isquemia cerebral en ratas
Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusion de la arteria cerebral
media (MCAOQ) por 2 h seguido de 24 h de reperfusidn, mientras que en los animales control
(CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales recibieron vehiculo (+VH, etanol al
50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de peso corporal; i.v.)
al inicio de la reperfusion (n=21). Los valores se expresaron como media, chi-cuadrada p<
0.0021.

6.4 El RSV disminuye el volumen de infarto en ratas sometidas a isquemia
cerebral

Con el objetivo de evaluar el efecto del RSV en el dano tisular inducido por la
isquemia se midi6 el volumen del infarto cerebral. Empleando la tincién con TTC se
identificaron las regiones con células metabdlicamente activas (zona roja) de las
que carecen de actividad (zona blanca) (Figura 8 A). Los datos mostraron que la
isquemia induce una lesion prominente respecto al grupo control (CT, 1.0% vs +VH,
28.08 +2.8; ***p<0.001). Por otro lado, el tratamiento con RSV (20.7 + 1.6%) redujo

significativamente el volumen del infarto (+VH vs +RSV; *p<0,05) (Figura 8 B). Es
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importante destacar que la proteccién otorgada por el RSV fue mayor en los cortes
coronales posteriores. Por lo tanto, la evaluacion del volumen del infarto también se
midié de manera exclusiva en esta region cerebral (aproximadamente Bregman -
2.16 a -4.20 mm). Los valores obtenidos fueron estadisticamente diferentes (+VH,
49.88 +2.1% vs RSV, 29.37 + 4.6%; *p<0.05) (Figura 8 C), por lo tanto, esta region

fue utilizada para realizar los analisis posteriores.
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Figura 8. Efecto del RSV en el volumen de infarto. Se indujo isquemia cerebral en ratas
Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusiéon de la arteria cerebral
media (MCAOQ) por 2 h seguido de 24 h de reperfusidn, mientras que en los animales control
(CT) se simulo la cirugia. Los grupos experimentales recibieron vehiculo (+VH, etanol al
50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de peso corporal; i.v.)
al inicio de la reperfusion. A. Tincién con 2, 3, 5-trifenil tetrazolio cloruro (TTC) para
identificar la zona de infarto. Cortes coronales de 2.5 mm de grosor. Region utilizada para

analisis posteriores, localizada entre Bregma -2.16 a -4.20 mm. B. Volumen de infarto en
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cerebro total (n=6). C. Volumen de infarto en la regién caudal (Bregman -2.16 a -4.20 mm)

(n=6). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05; ***p<0.001.

6.5 El RSV mejora el estado neuroldgico en ratas sometidas a isquemia
cerebral

Para determinar el estado neurologico de los animales en los cuales se indujo
isquemia por 2 h se realizé la prueba conductual del cilindro 24 h después de la
reperfusion (Garcia et al., 1995). Al determinar el numero de contactos que el animal
realiza con las patas delanteras en un periodo de 5 min, esta prueba evalla la
asimetria locomotora. Las ratas normales se levantaron y tocaron mayoritariamente
con ambas patas las paredes del cilindro (Figura 9 A), mostrando una desviacion
muy baja en el uso de las extremidades delanteras (CT = 2.6 + 6.2%) (Figura 9 D).
Por otro lado, en las ratas con isquemia cerebral, el numero de contactos realizados
con la pata derecha (contralateral a la lesion) disminuyé mientras que tanto el
numero de contactos con la pata izquierda como los contactos con ambas patas
disminuyeron (Figura 9 B). Por lo tanto, este grupo mostré una desviacion elevada
en el uso de las extremidades (+VH =52.2 + 10.0%) (CT vs +VH; ***p<0,001) (Figura
9 D). La administracion del RSV mejord notablemente el estado neuroldgico de los
animales, los cuales se apoyaron con ambas patas a pesar de mostrar una
deficiencia motora en la pata derecha (Figura 9 C). La desviacién de uso de las
extremidades entre el grupo no tratado y el tratado con RSV fue estadisticamente
diferente (+VH, 52.2 + 10.0% vs +RSV, 3.4 + 7.7%; **p<0,01) (Figura 9 D).
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Figura 9. Efecto del RSV en el estado neurolégico de ratas sometidas a isquemia
cerebral. Se indujo isquemia cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso
corporal mediante la oclusién de la arteria cerebral media (MCAO) por 2 h seguido de 24 h
de reperfusion, mientras que en los animales control (CT) se simulo la cirugia. Los grupos
experimentales recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV,
resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de peso corporal; i.v.) al inicio de la reperfusion. A-C
El estado neuroldgico se evalué utilizando la prueba del cilindro, los animales sanos tocan
la pared del cilindro con ambas extremidades extendidas, mientras que los animales con
déficit neurolégico mantienen la extremidad contralateral a la lesion retraida. D. El analisis
de la asimetria de uso de las extremidades delanteras se determiné mediante el nUmero de
contactos que los animales realizan con la pata ipsi y contra lateral a la lesion (n= 8). Los

valores se expresaron como media = DE. ANOVA, Tukey, **p<0.01; ***p<0.001.
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6.6 El RSV disminuye la actividad de unién del factor transcripcional SP1 en
ratas sometidas a isquemia cerebral

El factor de transcripcién SP1 tiene un papel destacado en la induccion de la
transcripcion de los genes Abcc8 y Agp4 que codifican para las proteinas SUR1 y
AQP4, ambas involucradas en la formacion de edema (Ashfield y Ashcroft, 1998;
Hernandez-Sanchez et al., 1999; Woo et al., 2012; Stokum et al., 2018) (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de los sitios de unién a SP1 en el promotor Abcc8y Aqp4. Analisis
de prediccion de sitios de union a la proteina especifica 1 (SP1) en el promotor de los genes
Abcc8 (SUR1)y Aqgp4 (AQP4) realizado con el programa “Expasy Bioinformatics Resource”,
para el analisis se consideraron 3000 pb (-2000 a +1000) a partir del codén de inicio de la

transcripcion (ATG).

Evaluamos la actividad de unién al ADN del factor transcripcional SP1, la cual
esta influenciada por el estado REDOX celular. Primero, con el objetivo de
establecer el tiempo en que el factor de transcripcional SP1 tiene su maxima
actividad de union, realizamos un curso temporal de activacion. Se utilizaron

extractos nucleares obtenidos de ratas en las cuales se indujo isquemia por 2 h
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seguida de diferentes tiempos de reperfusion. La actividad de unién del factor SP1
en ratas con isquemia se encontré6 aumentada respecto al grupo control (CT, 1.0 +
0.1 vs +VH,1.9 £ 0.2). La maxima actividad de union de SP1 se alcanzo a los 15
min de reperfusion (+VH15, 2.2 + 0.27; **p<0.01). La actividad disminuy6
gradualmente, regresando a la actividad basal después de 120 min de reperfusion
(VH120 = 1.3 £ 0.02) (Figura 11 B).

Por lo tanto, decidimos evaluar el efecto del RSV en la actividad de union de
SP1 alos 15 min después de la reperfusion. Observamos que la actividad de union
de SP1 en los extractos nucleares obtenidos de ratas sometidas al tratamiento se
mantiene en niveles basales (+RSV = 1.0 £ 0.13) (+VH vs +RSV; *p< 0.05) (Figura
11 C). Estos datos mostraron que el RSV tiene la capacidad regular la actividad de
unién del factor transcripcional, la cual es inducida por la isquemia y la reperfusion;
en consecuencia, el RSV podria alterar la expresion de genes dependientes de la
actividad de este factor transcripcional.

6.7 El RSV disminuye la expresion del gen Abcc8 (SUR1) en ratas sometidas
a isquemia cerebral

Mediante RT-gPCR determinamos el nivel de expresion del ARNm de
SUR1 en ratas en las cuales se indujo isquemia por 2 h seguida de diferentes
tiempos de reperfusién (0.5, 3, 8 y 24 h). Encontramos que 2 h de isquemia
incrementa los niveles de ARNm a los 30 min de reperfusion (+VH0.5 = 10.8 £ 4.2
veces) (CT vs +VHO0.5; ***p< 0.001) (Figura 12 A). Este aumento coincide con en la
actividad de union de SP1 (Figura 11 C). La expresion basal del ARNm se observo
después de 3 h (0.58 + 0.14) y 8 h (0.47 £ 0.17) manteniéndose sin cambios
significativos hasta las 24 h de reperfusion (0.65+ 0.17) (Figura 12 A). Elegimos 0.5
h para evaluar el efecto del RSV, en donde encontramos que disminuye a nivel basal
la expresion del gen Abcc8 (+RSV = 1.64 £+ 0.30) (+VH vs +RSV; ***p< 0.001)
(Figura 12 B)
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Figura 11. Efecto del RSV en la actividad de unién del factor transcripcional SP1. Se indujo isquemia cerebral en ratas Wistar
macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQO) por 2 h seguido de diferentes tiempos
de reperfusion (0, 15, 30, 60 y 120 min) mientras que en los animales control (CT) se simulo la cirugia. Los grupos experimentales
recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de peso corporal; i.v.) al inicio
de la reperfusion. La actividad de union de SP1 al ADN se evalu6 mediante ensayos EMSA para lo cual se extrajeron proteinas
nucleares de la corteza cerebral (Bregma -2.16 a -4.20 mm). A. Ensayos de competencia.1, Union especifica al oligonucleétido
marcado con biotina; 2, Competencia especifica debido a la presencia de un exceso (200X) de oligonucleétidos con sitios SP1 no
marcados con biotina; 3, Ausencia de competencia por que el oligonucleétido no marcado y agregado en exceso (200X) tiene un sitio
heterélogo a SP1 (HT). B. Curso temporal de unién de SP1 a su sitio consenso (n= 4). C. Efecto del RSV en la actividad de union del

factor SP1 a los 15 min de reperfusion (n= 4). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001.
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Figura 12. Efecto del RSV sobre la expresion del gen Abcc8 (SUR1). Se indujo isquemia
cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusion de la
arteria cerebral media (MCAO) por 2 h seguido de diferentes tiempos de reperfusion (0.5,
3, 8 y 24 h) mientras que en los animales control (CT) se simulo la cirugia. Los grupos
experimentales recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV,
resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de peso corporal; i.v.) al inicio de la reperfusion. Los
niveles de ARNm se evaluaron por RT-qPCR en corteza cerebral (Bregma -2.16 a -4.20
mm). Los genes Tbp y ARNr-18S fueron usados para normalizar la expresion. A. Curso
temporal de expresion del ARNm del gen Abcc8 (n= 5). B. Efecto del RSV en la expresion
del ARNm del gen Abcc8 0.5 h después de la reperfusion (n= 7). Los valores se expresaron
como media + D.E. ANOVA, Tukey, **p<0.01; ***p<0.001.
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6.8 El RSV disminuye la expresion de la proteina SUR1 en ratas sometidas a

isquemia cerebral

Con la finalidad de verificar que el efecto del RSV en los niveles de ARNm
del gen Abcc8 estuviera asociado a una reduccion en el nivel de la proteina SUR1,
realizamos ensayos de Western blot. Encontramos que en el grupo control la
proteina SUR1 es practicamente indetectable (0.65 +0.17), mientras que 2 h de
isquemia y 24 h de reperfusion aumentaron la expresion de una isoforma de SUR1
con un peso molecular aproximado de 65 kDa (+VH = 20.25 £ 2.7) (CT vs +VH; **p<
0.01). La administracion de RSV disminuyo la expresion de SUR1 (+RSV = 2.3 +
1.2), siendo este resultado estadisticamente significativo respecto al grupo +VH
(+VH vs +RSV; **p< 0.01) (Figura 13).

6.9 Compuestos con capacidad antioxidante disminuyen la expresion de

SUR1 en ratas sometidas a isquemia cerebral

Dado que el RSV redujo la actividad de unién al ADN de SP1, un factor
transcripcional es sensible al estrés oxidante que regula la expresion de SUR1,
decidimos evaluar el efecto de la curcumina (+CUR) y la N-acetil-cisteina (+NAC)
en nuestro modelo. Estos dos compuestos tienen capacidad antioxidante y un efecto
protector en isquemia por lo que podrian tener un efecto similar al RSV (Liu et al.,
2014; Huang et al., 2018; Uemura et al., 2018). En ratas con isquemia,
administramos la +CUR y la +NAC en concentraciones equimolares al RSV (27.7
mM) y encontramos que ambos disminuyen la expresion de SUR1 (+CUR =14 +
0.29, +NAC = 1.2 + 0.26) siendo estos valores estadisticamente significativos
respecto al grupo sin tratamiento (+VH =20.25 £ 2.7) (+VH vs +CUR; +VH vs +NAC;
***p< 0.001) (Figura 14).
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Figura 13. Efecto del RSV sobre la expresion de la proteina SUR1. Se indujo isquemia
cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusion de la
arteria cerebral media (MCAO) por 2 h seguido de 24 h de reperfusion, mientras que en los
animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales recibieron vehiculo
(+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de
peso corporal; iv.) al inicio de la reperfusion. La expresion de la proteina se detectd
mediante Western blot en homogenizados de corteza cerebral (Bregma -2.16 a -4.20 mm)
(n= 5). La proteina a-tubulina (a-TUB) se utilizd como control de carga. Los valores se
expresaron como media = DE. ANOVA, Tukey, **p<0.01.
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Figura 14. Efecto de compuestos con capacidad antioxidante en la expresion de
SUR1. Se indujo isquemia cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal
mediante la oclusién de la arteria cerebral media (MCAO) por 2 h seguido de 24 h de
reperfusidbn mientras que en los animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos
experimentales recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.), resveratrol +RSV, curcumina
(+CUR) o N-acetil-cisteina (+NAC) a una concentracion de 27.7 mM (i. v.) al inicio de la
reperfusion. La expresibn de la proteina se detect6 mediante Western blot en
homogenizados de corteza cerebral (Bregma -2.16 a -4.20 mm) (n= 4). La proteina a-
tubulina (a-TUB) se utilizd6 como control de carga. Los valores se expresaron como media
+ D.E. ANOVA, Tukey, ***p<0.001.
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6.10 El RSV disminuye la expresion de SUR1 en EnVC en ratas sometidas

isquemia cerebral

Con el objetivo de demostrar que el RSV ejerce su efecto protector a traves
de la regulacién de la expresion de SUR1 en la BHE, usamos la técnica de
inmunofluorescencia con doble inmunomarcaje en cortes coronales de cerebro para
evaluar la expresion de SUR1 en células endoteliales que expresan ocludina
especificamente (Figura 15 A). El analisis de imagen demostro que la isquemia
incrementa la expresion de SUR1 en células positivas a ocludina (+VH = 9.25 +
2.1%) (CT vs +VH; *p< 0.05). Mientras que la administracion de RSV previno este
incremento en la expresion (+RSV= 2.2 * 1.9%), siendo este resultado
estadisticamente significativo respecto al grupo +VH (+VH vs +RSV; *p< 0.05)
(Figura 15 B).

6.11 El RSV disminuye la expresion de AQP4 en ratas con isquemia cerebral

Existe evidencia que senala que AQP4 al igual que SUR1 tiene un papel
fundamental en la formacion del edema al permitir la entrada masiva de agua al
interior de la célula; ademas, SP1 participan en la regulacion de su expresion
(Simard et al., 2007). Utilizando la técnica de Western blot encontramos que la
AQP4 tiene un comportamiento similar a SUR1, incrementa su expresion con la
isquemia (+VH =2.34 £ 0.64) (CT vs +VH; **p< 0.01). Mientras que la administracion
de RSV previene el incremento en su expresion (+RSV = 0.6 + 0.18) de manera

significativa respecto al grupo +VH (+VH vs +RSV; *p< 0.05). (Figura 16).
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Figura 15. Efecto del RSV en la expresion de SUR1 en endotelio vascular. Se indujo
isquemia cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la
oclusiéon de la arteria cerebral media (MCAQ) por 2 h seguido de 24 h de reperfusion,
mientras que en los animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales
recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis
de 1.9 mg/kg de peso corporal; i. v.) al inicio de la reperfusion. A. Ensayos de
inmunofluorescencia con doble marcaje en cortes coronales de cerebro de rata. Co-
expresion de SUR1 (verde) y ocludina, un marcador de EnVC (rojo) en corteza cerebral
(Bregma -2.16 a -4.20 mm). Los nucleos celulares marcados con DAPI (azul). NEG. Control
negativo en el que no se incub6 anticuerpo primario. B. Analisis de expresién de SUR1 en
células endoteliales. Se calculd el % de co-localizacion de los canales verde (SUR1) y rojo
(ocludina) (ROI, del inglés region of interes) (n=3). Los valores se expresaron como media
+ D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05.
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Figura 16. Efecto del RSV en la expresion de acuaporina 4 (AQP4). Se indujo isquemia
cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante la oclusion de la
arteria cerebral media (MCAO) por 2 h seguido de 24 h de reperfusion, mientras que en los
animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales recibieron vehiculo
(+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis de 1.9 mg/kg de
peso corporal; i.v.) al inicio de la reperfusion. La expresion de AQP4 se detecté mediante
Western blot en homogenizado total de corteza cerebral (Bregma -2.16 a -4.20 mm). La
proteina a-tubulina (a-TUB) se utilizd6 como control de carga (n=4). Los valores se

expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05; **p<0.01.

6.12 El RSV disminuye la expresion de AQP4 en astrocitos de ratas

sometidas a isquemia cerebral

Recientemente se sugirio que SUR1 y AQP4 interactuan formando un gran
complejo proteico que favorece la formacion del edema en astrocitos (Stokum et al.,
2018). Por ello, utilizando la técnica de inmunofluorescencia con doble
inmunomarcaje en cortes coronales de tejido cerebral evaluamos la co-expresion
de AQP4 y de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), un marcador de astrocitos
(Figura 17 A). El analisis de imagen mostré que en el tejido cerebral sano la co-
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localizacion de AQP4 y GFAP es muy bajo, mientras que 2 h de isquemia y 24 h de
reperfusion la aumentaron (CT, 1.2 £ 0.9% vs +VH, 15.89 + 3.7%; **p< 0.01). Por
otro lado, la administracion del RSV disminuy¢ la co-localizacion (+RSV = 3.1 £ 2.8
%) (+VH vs +RSV;, *p< 0.05) (Figura 17 B). Es decir, el RSV ejerce el mismo efecto
en la AQP4 que el observado para SUR1, lo que coincide con su mecanismo de

regulacion asociado a las condiciones de estrés durante la isquemia.

6.13 Evaluacion de la corriente iénica en neuronas corticales de ratas

sometidas a isquemia cerebral

La proteina SUR1 forma un complejo con el canal de Na® TRPM4 cuya
activacion depende de la concentracion intracelular de ATP y Ca*™ (Simard et al.,
2006, 2012). Ademas, la glibenclamida, bloquea especificamente su actividad (Woo
et al., 2013). Por lo tanto, se utilizé la técnica de fijacion de voltaje en la modalidad
de célula completa para medir las corrientes idonicas macroscopicas de las neuronas
corticales en ratas control (CT) y ratas en las cuales se indujo isquemia cerebral
durante 2 h seguida de 24 h de reperfusion. Dentro de la pipeta de registro se
utilizaron tres condiciones experimentales: con ATP (10 mM) en la solucion interna,
sin ATP y sin ATP mas glibenclamida (1 mM). Debido al aumento en la expresion
de SUR1 en ratas sometidas a MCAO, esperabamos que la falta de ATP promoviera
un aumento significativo en la corriente ionica. Asi mismo, esperabamos que la
glibenclamida bloqueara el aumento provocado por la ausencia de ATP. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en las corrientes i6nicas entre

las tres condiciones probadas (Tabla 12).
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Figura 17. Efecto del RSV en la expresion de acuaporina 4 (AQP4) en astrocitos. Se
indujo isquemia cerebral en ratas Wistar macho de 280 - 320 g de peso corporal mediante
la oclusion de la arteria cerebral media (MCAQ) por 2 h seguido de 24 h de reperfusion,
mientras que en los animales control (CT) se simul6 la cirugia. Los grupos experimentales
recibieron vehiculo (+VH, etanol al 50%; i. v.) o tratamiento (+RSV, resveratrol a una dosis
de 1.9 mg/kg de peso corporal; iv.) al inicio de la reperfusidbn. A. Ensayos de
inmunofluorescencia con doble marcaje en cortes coronales de cerebro de rata La
expresion de AQP4 (Verde) y la proteina acida fibrilar glial (GFAP) un marcador de
astrocitos (Rojo) fue evaluada en corteza cerebral (Bregma -2.16 a -4.20 mm), los nucleos
celulares fueron marcados con DAPI (Azul). NEG. Control negativo en el que no se incub6
anticuerpo primario B. Analisis de expresion de AQP4 en astrocitos. Se calculé el % de co-
localizacién de los canales verde (AQP4) y rojo (GFAP). (ROI, del inglés region of interes

(n=3). Los valores se expresaron como media = D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05; **p<0.01.
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Tabla 12. Efecto de inhibidores del canal SURI-TRPM4 en la corriente ionica de neuronas

corticales.

ATP [0 mM] ATP [10 mM] GLIB [1 mM]
CT 1.1£0.46 0.99+ 0.30 0.78+ 0.18
+VH  1.01+0.35 0.88+ 0.31 0.76+ 0.05

CT- Animales con MCAO simulada
+VH : Animales en los cuales se indujo isquemia cerebral mediante 2 h de MCAO/ 24 h de reperfusion con administracion de vehiculo

GLIB -Glibenclamida; ATP- Adenosin trifosfato
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CARACTERIZACION DEL MECANISMO PROTECTOR DEL RSV EN
EnVC SOMETIDO A OGD

A pesar de que SUR1 aumenta su expresion en neuronas, astrocitos y células
endoteliales en condiciones de isquemia (Simard et al., 2012), desde el punto de
vista terapéutico la regulaciéon de la actividad de SUR1 en las células del endotelio
vascular cerebral tiene un papel estratégico debido a su participacidon en el inicio del
edema ibnico después de un evento isquémico. Por ello, para evaluar la
funcionalidad de SUR1 e iniciar la caracterizacion del mecanismo molecular por el
cual el RSV regula su actividad, decidimos utilizar un cultivo de EnVC y el modelo
in vitro de OGD para reproducir los eventos que ocurren durante la isquemia
cerebral focal transitoria. Empleamos la linea celular HBEC-5i, la cual es derivada

de microendotelio vascular de la corteza cerebral de humano.

6.14 La OGD aumenta en el volumen celular del EnVC

Con el objetivo de evaluar la movilizacion de agua al interior de las células
del EnVC por efecto de un estimulo isquémico, las células HBEC-5i se expusieron
a OGD por 2 h seguido de diferentes tiempos de recuperacion. Encontramos que la
OGD aumenta el volumen celular en forma dependiente del tiempo de recuperacion:
1.1+£0.50 % (3h), 1.1 £0.63% (6 h), 1.2+ 0.46 % (6 h), 2.5 £ 0.42% (12 h)y 5.2 +
0.64% (24 h) alcanzandose valores significativos después de 24 h (CT vs 24 h; *p<
0.05) (Figura 18).

74



Normal

10
S
5 -
£ -
3 ) ==
0-i T Ll T T T
CT 3 6 9 12 24

OGD (2 h)/ Recuperacion (h)

Figura 18. Efecto de la privacion de oxigeno y glucosa (OGD) en el volumen celular.
Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O>) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de
diferentes tiempos de recuperacion (3, 6, 9, 12y 24 h) con 21% O: y glucosa. En el control
(CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron en condiciones fisioldgicas de oxigeno (21% O,
con glucosa). El porcentaje de edema celular se obtuvo contando el nUmero de células con
aumento de volumen en 6 campos empleando un microscopio invertido MBL 3200, Kruss
Optronic con filtro para contraste de fases, objetivo 20X (n= 3). Los valores se expresaron

como media = D.E. ANOVA, Tukey, *p <0,05.

6.15 La OGD aumenta la liberacion de LDH en EnVC

El efecto del aumento en el volumen celular en la integridad de la membrana
celular se midi6 con la liberacion de la LDH. Esta enzima es liberada al medio de
cultivo cuando las células mueren por procesos que provocan la ruptura de su
membrana plasmatica como la muerte celular por necrosis. La OGD aument6 de
manera progresiva la liberacion de LDH respecto al tiempo de recuperacion: 83.18
+9.2 U/L (CT), 82.62 + 7.3 U/L (3 h), 85.6 + 6.7U/L (6 h), 96.24 + 9.7U/L (9 h),
100.9 + 1213 U/L (12 h) y 184.9 + 46.8 U/L (24 h) (Figura 19). Un aumento
significativo en la liberacién de LDH se observé después de 24 h de recuperacion
(CT vs 24 h; *p< 0.05)
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Figura 19. Efecto de la privacion de oxigeno y glucosa (OGD) en la liberacion de la
deshidrogenasa lactica (LDH). Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O-) y
glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes tiempos de recuperacion (3, 6, 9, 12 y 24 h)
con 21% O y glucosa. En el control (CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron en
condiciones fisiologicas de oxigeno (21% O, con glucosa). El dafio a la membrana celular
debido a la pérdida de la integridad de la membrana se evalubé mediante la liberacién de la

LDH al medio extracelular (n= 4). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA,
Tukey, *p <0.05.

6.16 La OGD incrementa la expresion de SUR1 en EnVC

Para determinar el nivel de expresion de la proteina SUR1 en las células
HBEC-5i después de un estimulo isquémico, se indujo OGD por 2 h seguido de
diferentes tiempos de recuperacion. Mediante ensayos de inmunofluorescencia y de
Western blot observamos un incremento significativo en la expresion de la proteina
(Figura 20 A, B). La cuantificacion mostré que el incremento de la proteina SUR1
depende del tiempo de recuperacion: 2.1 + 0.41 (3 h), 2.5 £ 0.69 (6 h), 3.2 + 0.87
(9 h),4.2+1.4 (12 h), la cual alcanzé los niveles maximos a 24 h de recuperacion
con valores de 4.2 + 0.95 siendo este resultado estadisticamente significativo
respecto al grupo CT (CT vs 24 h; *p< 0.05) (Figura 20 C). En las imagenes de

inmunofluorescencia se observa que la distribucion de SUR1 es homogénea (Figura
20 A).
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6.17 El RSV disminuye el daiio por OGD en EnVC

Debido a que el efecto maximo de dafio y de expresion de SUR1 lo
encontramos después de 2 h de OGD y 24 h de recuperacion, utilizamos este tiempo
para evaluar el efecto protector de diferentes dosis de RSV. Mediante ensayos
colorimétricos basados en la reduccion metabdlica de la sal de tetrazolium MTT por
las células viables, demostramos que la muerte celular ocasionada por la OGD en
el grupo +VH (CT, 100.5 £ 0.7 5% vs +VH, 67.1 £ 8.5%; *p< 0.05) se reduce con la
administracion de RSV en concentraciones de 3 (100.5 + 2.6%) y 5 uM (111.6
2.1%) de manera estadisticamente significativa (+VH vs 3uM, +VH vs 5uM; **p<
0.01). Asi mismo encontramos que dosis mayores de RSV (100 a 500 uM) tienen
un efecto téxico, ya que disminuyen la viabilidad a un 44.7 + 4.0% y 7.8 £ 2.2 %,
respectivamente (Figura 21 A).

En seguida evaluamos el efecto de las dosis con efecto protector de 3 y 5 uM de
RSV en la liberacion de LDH. Encontramos que ambas dosis previenen la liberaciéon
de LDH al medio manteniéndose los niveles del grupo control (CT = 107.1+ 8.07
U/L; 3 uM = 119.6% 18.7 U/L; 5 uM = 123.5+ 15.07 U/L) siendo estos valores
estadisticamente significativos respecto al grupo sometido a OGD sin tratamiento
(+VH = 198.6% 33.08 U/L) (+VH vs 3uM, +VH vs 5uM; *p< 0.05). (Figura 21 B).
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Figura 20. Efecto de la privacion de oxigeno y glucosa (OGD) sobre la expresion de
la proteina SUR1 en las células HBEC-5i. Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno
(1% O3) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes tiempos de recuperacion (3, 6, 9,
12y 24 h) con 21% O: y glucosa. En el control (CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron
en condiciones fisioldgicas de oxigeno (21% O, con glucosa). A. La expresién de SUR1
(rojo) se evalu6 mediante la técnica de inmunofluoresencia. Los nucleos celulares fueron
marcados con DAPI (azul), la fluoresencia fue detectada con un microscopio invertido
Olympus modelo 1X71, objetivo 40X B. Expresion de SUR1 evaluada por Western blot. La
proteina a-tubulina (a-TUB) se utiliz6 como control de carga C. Andlisis densito métrico de
los ensayos de Western blot (n=6). Los valores se expresaron como media + DE. ANOVA,
Tukey, * p <0.05.
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Figura 21. Efecto del RSV sobre la viabilidad celular. Las células HBEC-5i se privaron
de oxigeno (1% O-) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes tiempos de recuperacion
(3, 6,9, 12y 24 h) con 21% O y glucosa. En el control (CT) se cambié el medio y se
mantuvieron en condiciones fisiologicas de oxigeno (21% O, con glucosa). El resveratrol
(+RSV) fue administrado desde el inicio de la OGD y se mantuvo durante todo el
experimento. A. El efecto de la dosis de RSV en la viabilidad celular se evalué mediante la
técnica de reduccion metabdlica de la sal de tetrazolium MTT (n=4) B. El efecto protector
de RSV 3 uM y 5 uM se evalué mediante la liberacion de la deshidrogenasa lactica (LDH)

al medio extracelular (n=12). Los valores se expresaron como media £ D.E. ANOVA, Tukey,
*p <0.05; **p<0.01.
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6.18 Compuestos con propiedades antioxidantes disminuyen el daino por
OGD en las células del EnVC

Para demostrar que el RSV ejerce su efecto protector debido a su capacidad
antioxidante, evaluamos el efecto de dos compuestos con propiedades
antioxidantes, los cuales fueron administrados en concentraciones equimolares al
RSV (5 uM). Encontramos que la administracion de CUR y NAC aumenta la
viabilidad celular a 91.1 £ 1.5y 85.9 £ 1.4%, respectivamente (+VH vs +NAC, +VH
vs +CUR p > 0.05) (Figura 22 A).

Ademas evaluamos el efecto de CUR y NAC en la liberacion de LDH vy
encontramos que ambos compuestos previenen la liberacion de LDH con valores
de 129.3 £ 16.19 y 127.2 £ 10.94 U/L, respectivamente; sin embargo, el efecto no
fue estadisticamente significativo respecto al grupo +VH (180.0 £ 23.3 U/L) (+VH vs
+NAC, +VH vs +CUR; p> 0.05) (Figura 22 B).

6.19 La OGD incrementa la generacion de ERO en EnVC

Evaluamos la generacion de ERO, las cuales son producidas en abundancia
durante el periodo posterior a la hipoxia. Utilizamos el indicador dihidroetidio, el cual
emite fluorescencia azul en el citosol hasta que se oxida a etidina y se intercala en
el ADN de la célula (nuclear y mitocondrial) emitiendo fluorescencia rojo brillante.
Ademas, mediante inmunofluoresencia se identificaron el citoesqueleto (B-actina) y
los nucleos (DAPI) (Figura 23 A). Encontramos que después de 2 h de OGD vy
diferentes tiempos de recuperacion el porcentaje de células positivas a etidina
aumentd gradualmente respecto al tiempo de recuperacion: 12.28 + 2.1% (tiempo
0), 8.11 £2.2% (15 min), 13.06 + 0.81% (30 min), 20.83 £3.87 (60 min), 48.7+ 7.1%
(120 min), encontrando su maximo nivel después de 240 min (75.99 £ 4.0%), siendo
este resultado estadisticamente significativo respecto al grupo CT (2.9 £ 0.98%) (CT
vs 240 min; ***p< 0.001 (Figura 23 B).
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Figura 22. Efecto de compuestos antioxidantes sobre la viabilidad celular. Las células
HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O2) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de 24 h de
recuperacion con 21% O: y glucosa. En el control (CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron
en condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O, con glucosa). El resveratrol (+RSV) fue
administrado desde el inicio de la OGD y se mantuvo durante todo el experimento. Los
compuestos Curcumina (+CUR) y N-Acetil cisteina (+NAC) fueron administrados desde el
inicio de la OGD y durante todo el experimento. Se usaron concentraciones equimolares al
RSV (5 uM) utilizando DMSO al 0.01% como vehiculo (+VH) (n=5). A. El efecto protector
de los compuestos antioxidantes se evalu6 mediante la técnica de reduccién metabdlica de
la sal de tetrazolium MTT y B. liberacién de la deshidrogenasa lactica (LDH) al medio
extracelular (n=5). Los valores se expresaron como media £ D.E. ANOVA, Tukey, *p <0,05;
**p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 23. Efecto de la privacion de oxigeno y glucosa (OGD) sobre la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO). Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1%
0O2) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes tiempos de recuperacion (3, 6, 9, 12y
24 h) con 21% O3 y glucosa. En el control (CT) se cambi6é el medio y se mantuvieron en
condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O, con glucosa). A. La formacién de ERO se
evalué mediante la oxidacion del dihidroetidio a etidina (rojo). Nucleos celulares marcados
con DAPI (azul) y citoesqueleto detectado con anticuerpo anti B-actina seguido de anti-IgG-
DyLight™488 (verde). NEG. Control negativo en el que no se incub6 anticuerpo primario.
La fluorescencia fue detectada con un microscopio invertido Olympus modelo 1X71,
objetivo 20X. B. Andlisis del % de células positivas a etidio por campo (n= 8). Los valores
se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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6.20 El RSV disminuye la generacion de ERO por efecto de la OGD en EnVC

Mediante analisis de imagen evaluamos el efecto del RSV en la generacion
de ERO, evaluando la intensidad de la fluorescencia emitida por la etidina después
de 2 h de OGD y 240 min de recuperacion (Figura 24 A). Encontramos que la
administraciéon de una dosis de 5 pM de RSV tiene la capacidad de prevenir
significativamente la formacién de ERO (+VH, 2.08 + 0.45 vs +RSV, 0.6 £ 0.1; p<
0.05). (Figura 24 B).

6.21 La OGD activa a la proteina cinasa B (PKB/AKT) en EnVC

Los factores transcripcionales HIF-1, NFkB y SP1 son activados por la via de
sefalizacion dependiente de PKB/AKT la cual es activada por ERO (Friguls et al.,
2001; Yalcin et al., 2010; Chetram et al., 2013). Dado que esta cinasa activa se
encuentra fosforilada (p-AKT) (Pore et al., 2004), mediante Western blot evaluamos
su participacion en la OGD. Encontramos que los niveles de p-AKT aumenta
gradualmente con el tiempo de recuperacion: 0.90 + 0.21 (tiempo 0), 1.16 £ 0.32 (15
min), 2.0 = 0.65 (30 min), 2.0 £ 0.91 (60 min), 1.5 £ 0.36 (120 min). Alcanz6 su
maximo nivel de fosforilacion después de 240 min con un valor de 3.2 £ 0.61 (CT vs
240 min; **p< 0.01) (Figura 25 A, B).
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Figura 24. Efecto del RSV sobre la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O2) y glucosa (OGD) por 2 h
seguido de 24 h de recuperacion con 21% O: y glucosa. En el control (CT) se cambié el
medio y se mantuvieron en condiciones fisiologicas de oxigeno (21% O, con glucosa). El
resveratrol (+RSV, 5 yM en 0.01% DMSO) fue administrado desde el inicio de la OGD y se
mantuvo durante todo el experimento. A. La formacion de ERO se evalué mediante la
oxidacion de la dihidroetidio a etidina (rojo). Nucleos celulares marcados con DAPI (azul) y
citoesqueleto detectado con anticuerpo anti p-actina seguido de anti-lgG-DyLight™ 488
(verde). La fluorescencia fue detectada con un microscopio invertido Olympus modelo
1X71, objetivo de inmersion 100X. B. Analisis del % de células positivas a etidio por campo
(20X) (n = 8). Los valores se expresaron como media £ D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05.
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Figura 25. Efecto de la privacion de oxigeno y glucosa (OGD) sobre la actividad de
la proteina cinasa B (PKB/AKT). Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% Oz) y
glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes tiempos de recuperacion (3, 6, 9, 12 y 24 h)
con 21% O y glucosa. En el control (CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron en
condiciones fisioldgicas de oxigeno (21% Oz, con glucosa). A. La actividad de la AKT se
evalu6 mediante la deteccion de la forma fosforilada de la enzima (p-AKT) normalizando
con el nivel de la enzima total (t-AKT) y la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) en ensayos de Western blot. B. Andlisis densitométrico de los ensayos de
Western blot (n= 9). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey,
**p<0.01.

6.22 El RSV disminuye la activacion de la proteina cinasa B (PKB/AKT) en
EnVvC

Debido a que la OGD induce el aumento gradual en el nivel de p-AKT, lo que
coincide con la generacion de ERO, evaluamos el efecto del RSV. Encontramos que
el RSV disminuye los niveles de p-AKT (+VH, 3.5 £ 0.54 vs +RSV, 2.4 + 0.38; p>
0.05) sin ser un cambio estadisticamente significativo (Figura 26 A, B).
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Figura 26. Efecto del RSV sobre la actividad de la proteina cinasa B (AKT). Las células
HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O-) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de 240 min de
recuperacion con 21% O: y glucosa. En el control (CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron
en condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O, con glucosa). El resveratrol (+RSV) fue
administrado (5 uM en 0.01% DMSO) al inicio de la OGD y se mantuvo durante todo el
experimento. A. Se detect6 la forma fosforilada de la enzima (p-AKT) normalizando con el
nivel de la enzima total (t-AKT) y la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) en ensayos de Western blot. B. Andlisis densitométrico de los ensayos de
Western blot (n=7). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, NS, no

significativo, ** p<0.01.

6.23 La expresion de SUR1 depende de la activacidon de la proteina cinasa B
(PKB/AKT) en EnVC

Para evaluar la participacion de AKT en la regulacion de la expresion de SUR1
evaluamos el efecto de un inhibidor especifico de la cinasa. Encontramos que la
inhibicion de AKT previene el incremento en la expresion de SUR1 inducida por la
OGD y 24 h de recuperacion (+VH, 2.3 £ 04 vs +AKTinh, 1.08 + 0.16; *p< 0.05)
siendo este resultado estadisticamente significativo (Figura 27).
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6.24 El promotor del gen Abcc8 (SUR1) pose multiples sitios de unién a los

factores transcripcionales HIF-1, SP1 y NFKB

Mediante el analisis en silico de la regién promotora del gen Abcc8 que codifica para
la proteina SUR1 se definieron los multiples sitios de unién al ADN de los diferentes
factores transcripcionales que deben participar en la regulacién de su expresion.
Entre estos nos interesaron aquellos que son sensibles al estrés oxidante: HIF-1,
SP1 y NFKB (Figura 28). Por lo tanto, evaluamos la capacidad de unién al ADN de
estos factores transcripcionales asi como su localizacion celular en cultivo de las
células HBEC-5i sometidas a OGD.
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Figura 27. Efecto de la inhibicion de la proteina cinasa B (PKB/AKT) sobre la
expresion de SUR1. Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O2) y glucosa (OGD)
por 2 h seguido de 24 h de recuperacion con 21% O:y glucosa. En el control (CT) se cambid
el medio y se mantuvieron en condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O, con glucosa).
El inhibidor de AKT (+AKtinh) fue administrado (5 uM en 0.01% DMSO) al inicio de la OGD
y se mantuvo durante todo el experimento. A. La expresién de SUR1 fue evaluada por
Western blot y normalizada con a-tubulina (a-TUB) B. Analisis densitométrico de los
ensayos de Western blot (n= 6). Los valores se expresaron como media + DE. ANOVA,
Tukey, * p <0,05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 28. Representacion esquematica del promotor de SUR1. Analisis de prediccion
de sitios de union al ADN de la proteina especifica 1 (SP1), el factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1) y el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NFKkB) en el promotor del gen Abcc8 (SUR1) realizado con el programa Expasy
Bioinformatics Resource considerando 3000 pb (-2000 a +1000) a partir del codén de inicio

de la transcripcion (ATG).
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6.25 La OGD aumenta la actividad de unién al ADN de HIF-1 en EnVC

El aumento en la actividad del factor transcripcional HIF-1 se ha asociado con la
expresion de SUR1(Woo et al., 2012). Por lo tanto, evaluamos su actividad de union
al ADN y su localizacion en el nucleo en células estimuladas durante 2 h de OGD y
diferentes tiempos de recuperacion. En ensayos de inmunofluoresencia
encontramos que HIF-1a presenta una localizacion nuclear baja en condiciones
fisiologicas de oxigeno (33.13 = 1.3%). Estos niveles aumentaron durante la OGD
(49.4+ 15.3%) y se mantuvieron elevados durante los primeros minutos de la
recuperacion (15 min = 59.6 £ 18.05%). Y regresaron a los valores basales después
de 30 min (39.9 + 2.3%), manteniéndose sin cambio hasta 240 min después de la
recuperacion (28.8 + 8.4%) (Figura 29 A, B). De la misma manera, utilizando los
ensayos de union al ADN observamos que HIF-1 esta activo en condiciones control
(1.0 £ 0.01), que aumenta su actividad durante la OGD (1.66 + 1.1) la cual se
mantiene en los primeros 15 min de la recuperacion (1.61 + 0.29), regresando a sus
niveles basales a los 30 min de recuperacion (1.4 + 0.11) (Figura 29 C). Estos
resultados coinciden con la respuesta canonica de la proteina HIF-1 ante un
estimulo hipoxico; sin embargo, los cambios observados no fueron estadisticamente

significativos con ninguna de las técnicas empleadas.
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Figura 29. Efecto de la OGD/recuperacion sobre la actividad de HIF-1. Las células
HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O2) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes
tiempos de recuperacion (0, 15, 30, 60, 120 y 240 min) con 21% Oy glucosa. En el control
(CT) se cambi6 el medio y se mantuvieron en condiciones fisioldgicas de oxigeno (21% O,
con glucosa). La linea punteada representa la actividad basal. A. La localizacién del factor
inducible por hipoxia 1 (HIF-1a, rojo) se evalu6 mediante inmunofluorescencia. Nucleos
celulares marcados con DAPI (azul) y citoesqueleto detectado con anticuerpo anti-
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) seguido de anti IgG-Alexa Fluor®594
(verde). La fluorescencia fue detectada con un microscopio invertido Olympus modelo
1X71, objetivo 20X. B. Andlisis del % de localizacion nuclear de HIF-1a (HIF-1a -DAPI) (n=
6). C) Ensayos de unién al ADN (EMSA, del inglés electrophoretic mobility shift assay) para
HIF-1(n=12). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05.
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6.26 La OGD incrementa la actividad de union al ADN de SP1 en EnVC

En ensayos de inmunofluorescencia encontramos que SP1 tiene una localizacidon
nuclear eleva (6.7£ 0.30%). Aun asi, 2 h de OGD incrementan el nivel de localizacién
nuclear en forma dependiente del tiempo de recuperacion: 6.7 £ 0.23% (0 min), 8.2
+ 0.87% (15 min), 8.17 + 0.65% (30 min), 7.04 + 0.44% (60 min) y 10.60 + 2.05%
(120 min) hasta alcanzar su nivel maximo después de 240 min con un valor de 12.47
+ 3.4% (Figura 30 A, B). De manera similar utilizando los ensayos de union al ADN
(EMSA) observamos que SP1 tiene actividad en condiciones control (CT = 1.0 +
0.01), la cual aumenta gradualmente durante la recuperacion. Inicia en la OGD con
un valorde 1.7 £ 0.35 y se incrementa a 2.3 + 0.35 después de 240 min, siendo este
valor estadisticamente significativo respecto al grupo control (CT vs 240 min; **p<
0.01) (Figura 30 C).

6.27 La OGD aumenta la actividad de unién al ADN de NFxB en EnVC

Estimulos asociados al proceso de inflamacion como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) aumenta la expresion de SUR1 en células de EnVC. Por lo tanto, la
activacion de NFkB podrian estar involucrados en la expresiéon del gen Abcc8
(Simard et al., 2009). La localizacién nuclear de la subunidad p52 del factor
NF«kB/fue maxima después de 2 h de OGD y 15 min de recuperacién (61.2 £ 9.7%),
esta se mantuvo elevada hasta 240 min (Figura 31 A, B). En los ensayos EMSA
observamos que la actividad de union al ADN de este factor aumentd gradualmente
con la recuperacion: 1.2 £ 0.05 (tiempo 0), 1.5+ 0.31 (15 min), 1.8 £ 0.19 (30 min),
1.8 £ 0.29 (60 min), 1.9 £ 0.18 (120 min) alcanzando su maxima actividad después
de 240 min de recuperacion con un valor de 2.1 + 0.3, siendo este resultado
estadisticamente significativo respecto al grupo CT (CT vs 240 min; **p< 0.01)
(Figura 31 C).
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Figura 30. Efecto de la OGD/recuperacion sobre la actividad de SP1. Las células HBEC-
5i se privaron de oxigeno (1% O3) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes tiempos
de recuperacion (0, 15, 30, 60, 120 y 240 min) con 21% O: y glucosa. En el control (CT) se
cambié el medio y se mantuvieron en condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O, con
glucosa). La linea punteada representa la actividad basal. La linea punteada representa la
actividad basal. A. La localizacién de la proteina especifica 1 (SP1, rojo) se evalué mediante
inmunofluorescencia. Nucleos celulares marcados con DAPI (azul) y citoesqueleto
detectado con anticuerpo anti-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) seguido
de anti-lgG-Alexa Fluor®594 (verde). La fluorescencia fue detectada con un microscopio
invertido Olympus modelo 1X71, objetivo 20X. B. Analisis del % de localizacion nuclear de
SP1 (SP1-DAPI) (n = 6) C. Ensayos de union al ADN (EMSA, del inglés electrophoretic
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mobility shift assay) para SP1 (n=12). Los valores se expresaron como media + DE.
ANOVA, Tukey, **p<0.01

A NFxB p52/GAPDH/DAPI

240«-min

OGD (2 h) / Recuperacion ( min)

B C
CT 0 15 30 60 120 240
NRB [ R RS

ADNlibre [wem e s - v - |

s
~ 307 3.0
wv
(=%
g 1 3 25 *
| -4 [_‘ -
= I1LL1 23 cxa L
g g5 20 1 4
2 — s T
2 0] s L
£ S 8 151
g R =
% 20- 2 S 1.04
2 RS
[=]
S 0.5
0 A T T
CT 0 15 30 60 120 240 0.0
0OGD (2 h)/ Recuperadn ( min) TCT 0 15 30 60 120 240

OGD (2 h)/ Recuperacion (min)

Figura 31. Efecto de la OGD/recuperacion sobre la actividad de NFxB. Las células
HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O2) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de diferentes
tiempos de recuperacioén (0, 15, 30, 60, 120 y 240 min) con 21% Oy glucosa. En el control
(CT) se cambié el medio y se mantuvieron en condiciones fisiologicas de oxigeno (21% O,
con glucosa). La linea punteada representa la actividad basal. A. La localizacion del factor
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFxB/p52, rojo) se
evalu6 mediante inmunofluorescencia. Nucleos celulares marcados con DAPI (azul) y
citoesqueleto detectado con anticuerpo anti-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

(GADPH) seguido de anti-lgG-Alexa Fluor®594 (verde). La fluorescencia fue detectada con
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un microscopio invertido Olympus modelo 1X71, objetivo 20X. B. Analisis del % de
localizacién nuclear de NFkB/p52 (NFkB/p52-DAPI) (n= 6). C. Ensayos de unién al ADN
(EMSA, del inglés electrophoretic mobility shift assay) para NFkB (n= 12). Los valores se
expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, *p<0.05; **p<0.01.

6.28 El RSV disminuye la actividad de uniéon al ADN de SP1 y NFkB en EnVC

Para evaluar el efecto del RSV en la actividad de unién al ADN de SP1 y NFxB
inducida por la OGD seguida de 240 min de recuperacion realizamos ensayos
EMSA. Encontramos que el RSV disminuye la actividad de union de SP1 (CT = 0.98
+ 0.08, +VH = 2.3 £ 0.35; +RSV = 1.7 £ 0.31) sin ser valores estadisticamente
diferentes (Figura 32 A). Por otro lado, el RSV previno el aumento en la actividad
de unién al ADN del NFkB de manera significativa (+VH, 1.68 £ 0.12 vs +RSV, 0.9
+ 0.10; p< 0.05) (Figura 32 B).
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Figura 32. Efecto del RSV sobre la actividad de los factores transcripcionales SP1 y
NF-«B. Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O) y glucosa (OGD) por 2 h
seguido de 240 min de recuperacidon con 21% O y glucosa. En el control (CT) se cambi6
el medio y se mantuvieron en condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O, con glucosa).
El resveratrol (+RSV) fue administrado (5 uM en 0.01% DMSO) al inicio de la OGD y se
mantuvo durante todo el experimento. A. La actividad de unién de la proteina especifica 1
(SP1) (n=12) y B. el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células

B activadas (NFkB) se evaluaron en ensayos de union al ADN (EMSA, del inglés
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electrophoretic mobility shift assay) (n=12). Los valores se expresaron como media £ D.E.
ANOVA, Tukey, NS, no significativo; * p <0.05; ** p<0.01.

6.29 La inhibicién de SP1 y NFxB disminuye el daiio inducido por la OGD en
EnVvC

Con el objetivo de evaluar la participacion de SP1 y NFkB en la via de sefalizacion
que lleva a la muerte del EnVC se midio el efecto de los inhibidores de estos
factores. La administracion de mitramicina A (inhibidor de SP1) previno la reduccion
en la viabilidad inducida por la OGD (+VH, 73.64 + 5.3% vs +MIT, 92.14 £+ 2.1%;
**p< 0.01). Notablemente, la administracion del inhibidor de NFkB tuvo un efecto
superior, alcanzando valores similares a los observados a los del grupo control (CT,
100.2 £ 0.2% vs +NF-kBinn 100.5 £ 1.7; **p< 0.001) (Figura 33 A). Asi mismo,
encontramos que ambos inhibidores reducen el efecto de la OGD en la liberacion
de LDH a (CT = 114.8+ 6.3 U/L, +MIT = 142.6.14 £ 5.1 U/L, +NF-«Binn, 144. £ 9.9
U/L) (Figura 33 B); sin embargo, no encontramos diferencias estadisticamente

significativas.
6.30 El RSV disminuye la expresién de SUR1 en EnVC

Con los experimentos anteriores demostramos que la OGD aumenta la expresion
de SUR1 y que el RSV previene parcialmente la actividad de SP1 y NF«B, siendo
estos factores reguladores de la expresion de SUR1. Por lo tanto, con la finalidad
de evaluar el efecto del RSV en la expresion de SUR1 realizamos ensayos de
Western blot e inmunofluorescencia. Encontramos que el RSV disminuye el nivel de
expresion de SUR1 inducido por la OGD. Este efecto se reprodujo con CUR y NAC
(Figura 34 A). En el Western blot se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nivel de expresién de SUR1 inducido por la OGD en ausencia y
presencia de los tratamientos con antioxidantes (+VH = 3.05 £ 0.65, +RSV = 1.07
0.22, +NAC = 1.14 + 0.52, +CUR = 1.41 + 0.46) (Figura 34 B,C). Asi mismo, los
inhibidores de SP1 y NFkB disminuyeron la expresion de SUR1 (+MIT =1.08 + 0.23,
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+NF-kBinn = 1.02 £ 0.45) siendo estos valores estadisticamente diferentes al grupo
+VH (+VH vs +MIT;+VH vs +NF«Bimn; *p< 0.05)
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Figura 33. Efecto de la inhibicion de SP1 y NFkB sobre la viabilidad del EnVC. Las
células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O2) y glucosa (OGD) por 2 h seguido de 240
min de recuperacién con 21% O y glucosa. En el control (CT) se cambi6 el medio y se
mantuvieron en condiciones fisiologicas de oxigeno (21% O, con glucosa). El resveratrol
(+RSV), el inhibidor especifico de la proteina especifica 1 (SP1) “mitramicina A” (+MIT) y el
inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (+NFxBinh) fueron administrados (5 yM en 0.01% DMSO) al inicio de la OGD y
se mantuvieron durante todo el experimento. A. La viabilidad celular se midi6 mediante la
reduccion metabdlica de la sal de tetrazolium MTT (n= 5). B. El efecto protector se evalud
mediante la actividad de la deshidrogenasa lactica (LDH) liberada al medio extracelular (n=
5). Los valores se expresaron como media + D.E. ANOVA, Tukey, NS, no significativo;
**p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 34. Efecto de compuestos antioxidantes e inhibidores de SP1 y NF«B sobre la
expresion de SUR1. Las células HBEC-5i se privaron de oxigeno (1% O>) y glucosa (OGD)
por 2 h seguido de 24 h de recuperacion con 21% O:y glucosa. En el control (CT) se cambid
el medio y se mantuvieron en condiciones fisiolégicas de oxigeno (21% O3, con glucosa).
El resveratrol (+RSV), la curcumina (+CUR) y la N-acetil-cisteina (+NAC) fueron
administrados (5 uM en 0.01% DMSO) al igual que la mitramicina A (inhibidor de SP1) y el
inhibidor del NFkB (+NF«Bin) al inicio de la OGD y se mantuvieron durante todo el
experimento. A. La expresion de SUR1 (rojo) se evalué por inmunofluorescencia. Nucleos
marcados con DAPI (azul). La fluorescencia fue detectada con un microscopio invertido
Olympus modelo 1X71, objetivo 40X. B. Expresién de SUR1 evaluada por Western blot. C.
Analisis densitométrico de los ensayos de Western blot normalizada con a-tubulina (a-TUB)

(n=6). Los valores se expresaron como media £ DE. ANOVA, Tukey, *p <0,05; **p<0.01.
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VII. DISCUSION

A pesar de que el dafio a la BHE y la formacién del edema cerebral puede aumentar
la morbilidad y la mortalidad de los pacientes con isquemia cerebral, existen pocas
terapias eficaces para contrarrestarlo (Desilles et al., 2013). El aumento en el
volumen cerebral en estos pacientes a menudo es tratado con intervenciones
farmacoldgicas no suficientemente probadas como el manitol y solucién salina
hipertonica, o con procedimientos quirurgicos potencialmente mortales como la
craniectomia descompresiva (Kurland et al., 2015). Por lo tanto, ha sido necesario
y de manera urgente, proponer nuevos tratamientos para prevenir la formacion del
edema cerebral desde sus inicios, es decir, prevenir el dafio a la BHE en lugar de

intervenir cuando el edema ya esta establecido.

Por otro lado, el RSV es un polifenol que posee un amplio espectro de actividades
bioldgicas entre las que destacan sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
(Vauzour, 2012; Rauf et al., 2018). Es asi, que se ha propuesto al RSV como un
farmaco para el tratamiento de la isquemia cerebral en multiples modelos (Pineda-
Ramirez et al., 2018); sin embargo, dada las limitaciones de los modelos preclinicos,
su mecanismo molecular de accion en la proteccién contra la isquemia cerebral
sigue siendo desconocido. Por ello, en este proyecto, quisimos contribuir al evaluar

la funcion del RSV en la formacion del edema cerebral.

7.1 Efecto del dafno a la BHE y la formacién del edema cerebral en la

supervivencia

En los ultimos afos la isquemia cerebral representd la segunda causa de muerte
siendo responsables de 5,4 millones de muertes cada afio a nivel mundial (Hacke
et al., 1996; Soler and Ruiz, 2010; Guzik and Bushnell, 2017). Siendo los pacientes
que desarrollan edema severo los que presentan los mayores indices de mortalidad,
la cual oscila del 60% al 80% (Hacke et al., 1996; Berrouschot et al., 1998). Lo
anterior debido a que el edema provoca la expansion del volumen cerebral y en
consecuencia un aumento de la presion intracraneal, que afecta los centros

respiratorios en el tronco encefalico y con frecuencia induce hernia transtentorial,
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causando la muerte en la mayoria de los pacientes que padecen esta patologia
(Hacke et al., 1996; Desilles et al., 2013). Asi mismo, en modelos animales en rata
las primeras 24 h después de iniciado un insulto isquémico son criticas, debido a
que el maximo indice de mortalidad (~65%) es alcanzado durante este periodo
(Simard et al.,, 2006). En este sentido, nuestros hallazgos coinciden con los
antecedentes, ya que el RSV disminuye el edema y aumenta la supervivencia en
ratas sometidas a 2 h de isquemia cerebral y 24 h de reperfusion. Ademas, el RSV
mejord notablemente el estado neuroldgico de los animales que sobrevivieron, a
juzgar por la recuperacion funcional parcial de la extremidad afectada. Esta mejora
podria estar asociada con una actividad compensatoria originada en la corteza
somatosensorial, una zona involucrada en funciones motoras, como el control de la
postura (Kaulmann et al., 2017). En nuestro modelo, esta region corresponde a la
corteza somatosensorial, la cual fue predominantemente protegida por el RSV,

como se demostro con el ensayo de tincion con TTC.

7.2 Efecto del RSV en la funcién de SUR1 en el dafio a la BHE y la formacién
del edema durante la isquemia y la reperfusion

Se ha demostrado que en los inicios de la formacion del edema esta implicada la
participacion del canal i6bnico SUR1-TRPM4 (Simard et al., 2006). En condiciones
fisiologicas normales, este canal no se expresa constitutivamente, sin embargo, su
expresion aumenta después de una lesion del SNC (Simard et al., 2012b; Woo et
al., 2012). Aunque durante la isquemia todas las células de la UNV, incluidas las
neuronas, los astrocitos, la microglia, los oligodendrocitos y el EnVC expresan los
canales SUR1-TRPM4 (Mehta et al., 2015), es el EnVC que forma la BHE, en donde
la expresion del canal cobra importancia estratégica, ya que su activacion
persistente puede provocar la muerte celular (Sullivan and Harik, 1993; Gerzanich
et al., 2009; Loh et al., 2014).

Lo anterior debido a que la apertura prolongada del canal SUR1-TRPM4 permite la
entrada excesiva de Na* y el arrastre consecuente de agua a través de las AQP4,
lo que resulta en el aumento de volumen y muerte celular por necrosis, alterando la

integridad de la BHE (Simard et al., 2012). Esto es reproducible tanto en los modelos
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animales (Simard et al., 2006, 2010b; Kurland et al., 2016) como en humanos
(Simard et al., 2013; Mehta et al., 2015). Ademas, concuerda en nuestros modelos
con el aumento gradual en el volumen y la muerte celular observada después de la

OGD y con la formacién del edema después de la MCAO.

Notoriamente, la inhibicion de SUR1-TRPM4 mediante glibenclamida en varios
modelos preclinicos de isquemia cerebral ha demostrado tener efecto protector
sobre la integridad de la BHE al reducir el edema (Simard et al., 2009, 2010a, 2014;
Caffes et al., 2015; King et al., 2018). Ademas, la glibenclamida reformulada para
inyeccion intravenosa, conocida como BIIB093, se ha probado en pacientes con
infarto hemisférico grande, demostrando que reduce el edema cerebral y el dafio al
tejido (Pergakis et al., 2019). Dado que el RSV desplaza a la glibenclamida de su
sitio de unién a SUR1, es probable que existan analogias estructurales entre estos
compuestos (Hambrock et al., 2007; Ackermann et al., 2009). Por lo tanto,
inicialmente hipotetizamos que el RSV tendria la capacidad de bloquear la actividad
del receptor SUR1 de manera similar a la glibenclamida e inhibir la formacion del
edema otorgando proteccion (Vennekens y Nilius, 2007; Ackermann et al., 2009).
Sin embargo, los resultados obtenidos en los ensayos electrofisioldgicos no fueron
concluyentes por lo que para demostrar experimentalmente este efecto sera

necesario realizar ensayos adicionales.

7.3 Regulacién de la expresion de SUR1 y el daio a la BHE durante la isquemia

y la reperfusién

Simard y colaboradores (2006), utilizando un modelo de isquemia cerebral
permanente en rata, demostraron que los niveles de ARNm del gen Abcc8 aumenta
2.5 veces después de 3 h de isquemia y la proteina SUR1 alcanza estos niveles a
las 8 h. Asi mismo, otros estudios demostraron que 1.5 h de MCAO incrementa la
expresion de SUR1 después de 1 h de reperfusion en EnVC y después de 3 h en

neuronas (Woo et al., 2012).

Acorde con estos estudios, nuestros ensayos mostraron que la expresion de SUR1

se regula transcripcionalmente durante las primeras horas después de la induccion
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de isquemia cerebral. En el modelo in vivio observamos que los niveles del ARNm
del gen Abcc8 aumentan rapidamente después de 2 h de MCAO y 30 min de
reperfusion mientras que los niveles de proteina SUR1 se encuentran aumentados
hasta después de 24 h de reperfusion. De manera similar, en el modelo de OGD
observamos que los niveles de proteina aumentan gradualmente desde las 3 h

manteniéndose elevados hasta las 24 h de reperfusion en EnVC.

La inhibicion de la expresion del gen Abcc8 previene el dafio a la BHE y disminuye
la formacién del edema cerebral (Gerzanich et al., 2009; Simard et al., 2010b; Loh
et al., 2014). Y esta ampliamente demostrado que numerosos mecanismos
celulares estan fuertemente influenciados por el equilibrio redox celular, entre ellos,
la expresion génica (Riccio et al., 2006; Valko et al., 2007; Hota et al., 2010). Por lo
tanto, sugerimos que el efecto protector del RSV podria deberse a su capacidad de
activar o inactivar vias de sefalizacion de manera dependiente de sus propiedades
antioxidantes y su habilidad para interaccionar directamente con proteinas.
Estudios previos apoyan fuertemente esta hipétesis que apunta a que la funcion del
RSV ocurre a través de la inhibicion de la expresion de SUR1.

7.4 Funcién del RSV en la regulacion de la expresion de SUR1 mediada por

estrés oxidante

El proceso de reperfusion inducida en la practica clinica (i.e. con el uso de
tromboliticos) y en nuestros modelos, coincide con una produccion masiva de ERO
durante los primeros minutos de la reperfusion (Peters et al., 1998). Por ello, desde
el punto de vista terapéutico, el tiempo (inicio de la reperfusion) y la ruta de
administracion (via intravenosa) representan un momento estratégico para aplicar
compuestos antioxidantes (Aguilera et al., 2010; Levchenkova et al., 2016; Xie et
al., 2018). Nosotros hipotetizamos que el mecanismo de regulacion génica utilizado
por el RSV ocurre contrarrestando las ERO generadas durante el inicio de la

reperfusidn. Esto es apoyado por la gran capacidad del RSV para capturar O~ la

principal ERO producida durante la isquemia y la reperfusion (Gulgin, 2010; Sun et
al., 2018; Le et al., 2019). Este efecto fue claramente observado en EnCV, en donde
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el RSV previno el incremento en ERO generadas por la OGD.

Nuestros resultados sugieren fuertemente que una parte sustancial del efecto
protector del RSV es atribuible a los cambios en la expresion génica de SUR1
mediada por sus propiedades antioxidantes. En muchos modelos de isquemia
cerebral los efectos del RSV son mediados por la proteina sirtuina 1 (SIRT1)
(Pineda-Ramirez et al., 2018). EI RSV al disminuir el estrés oxidante, incrementa la
expresion y actividad de la SIRT1 de manera dependiente de la dosis (Meng et al.,
2015). SIRT1 actua sobre numerosas proteinas como histonas, cinasas y factores
de transcripcion modulando positiva o negativamente su actividad (Cohen et al.,
2012; Pineda-Ramirez et al., 2019). Pero es por este mecanismo, la regulacion del
estrés oxidante, que el RSV modula una amplia gama de vias de sefializacion (e.g.
produccién de oxido nitrico) (Xia et al., 2014).

Recientemente, se ha demostrado que SIRT1 tiene la capacidad de inhibir la
actividad de AKT (Kauppinen et al., 2013; Carnevale et al., 2017; Wang et al., 2018).
AKT es una proteina cinasa de serina y treonina que juega un papel critico en el
control del equilibrio entre la apoptosis y la supervivencia celular en el contexto de
isquemia cerebral (Omori et al., 2002). Asi mismo, las ERO generadas durante la
isquemia y la reperfusion inducen un aumento considerable en su actividad. Por
ejemplo, en modelos in vivo la actividad de P-AKT aumenta desde 1 h
manteniéndose activa hasta las 6 h después de la reperfusion (Friguls et al., 2001;
Song et al., 2008). A su vez, AKT tiene la capacidad de fosforilar a IKKa e IKK(
induciendo la translocacion nuclear de NFkB (Kane et al., 1999), asi como fosforilar
y activar directamente al factor transcripcional SP1 (Pore et al., 2004). Esto coindice
con nuestros hallazgos, ya que observamos que la actividad de AKT se incrementa
con el estimulo de OGD y aumenta gradualmente durante la recuperacion
coincidiendo con la generacion de ERO y con la actividad de union al ADN y

localizacion nuclear de los factores transcripcionales NFxB y SP1.

De manera notable, el inhibidor especifico de AKT disminuye la expresién de SUR1

en EnVC, lo que confirma su participacién en este proceso durante la isquemia. De
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acuerdo a ese resultado, Kim y Kang, (2017) demostraron en un modelo de estado
epiléptico inducido que el 3-indol de cloroacetilo (inhibidor de AKT) disminuye el
dafno al EnVC y reduce la formacion del edema cerebral (Kim y Kang, 2017) Es asi
que nuestras observaciones sugieren que el RSV tiene la capacidad de disminuir la
actividad de AKT en EnVC otorgando proteccién al prevenir la expresion de SUR1

y la formacion del edema.

Sin embargo, el papel de AKT en diferentes modelos de isquemia cerebral es
controversial. Contrario a nuestras observaciones, recientemente (Wang vy
colaboradores, (2019) demostraron que tras un estimulo isquémico de 2 hy 24 h de
reperfusion la actividad de AKT se encuentra disminuida. Del mismo modo, Lei y
Chen, (2018) demostraron que el RSV incrementa el nivel de P-AKT y de esta forma
atenua el déficit neurolégico y disminuye el edema cerebral en ratas sometidas a
isquemia; ademas, estos efectos fueron abolidos por la administracion de
LY294002, inhibidor de la via PISBK/AKT. Del mismo, otros estudios han asociado la
muerte celular con la disminucion de P-AKT y la inactivacion de otras vias de
supervivencia (Janelidze et al., 2001). Por ejemplo, la disminucién de la expresion
del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el cual protege del dafo
cerebral inducido por la isquemia aliviando el deterioro cognitivo (Yang et al., 2018).
Por lo que en estos estudios sugieren que el incremento en el nivel de P-AKT
inducido por RSV después de 24 h podria estar asociado al establecimiento de estas

vias.

Este contraste con nuestras observaciones podria explicarse por el tiempo en el que
se realizé la evaluacion de la actividad de AKT. En el modelo de OGD, nosotros
encontramos el incremento en AKT después de 4 h mientras que la mayoria de los
estudios evaluan la actividad después 24 h de reperfusion, quiza tiempos muy
tardios para evaluar la actividad de una cinasa. Ademas, algunos estudios han
sugerido una relacion entre la fosforilacion temprana de AKT y la activacion de vias
de muerte celular como la escisién de caspasa-9, que es tomada como indicativo
de la participacion de P-AKT con vias en la muerte celular después de un insulto
isquémico (Noshita et al., 2001).
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Asimismo, para intentar esclarecer el efecto directo de AKT en la supervivencia
celular, se han realizado estudios farmacolégicos con wortmannina un inhibidor de
la via PI3K/AKT. Un estudio mostr6 que este inhibidor, no bloquea Ila
neuroprotecciéon mediada por el BDNF después de una lesién hipdxico-isquémica,
lo que indica que AKT no juega un papel critico en las vias de proteccién (Han y
Holtzman, 2000).

Nuestras observaciones sugieren que en el contexto de isquemia cerebral el RSV
podria disminuir el dafio a la BHE al regular la expresion de SUR1 atenuando la
activacion de AKT en EnVC durante las primeras horas de la isquemia y la
reperfusion.

7.5 El efecto protector de una dosis unica de RSV depende de la capacidad de

disminuir el estrés oxidante durante los primeros minutos de la reperfusién

En nuestro estudio utilizamos una dosis unica de RSV, que en el modelo in vivo fue
de 1.9 mg/kg de peso corporal, administrada por via intravenosa. Esta dosis es
varias veces menor a la utilizada en estudios similares la cual oscila entre los 20 y
200 mg/kg de peso corporal; sin embargo, la mayoria de estos estudios lo
administran por via intraperitoneal (Pineda-Ramirez et al., 2018). No obstante,
utilizando la tincién con TTC encontramos un fuerte efecto protector, equivalente al
de otros estudios (Fang et al., 2015; Pineda-Ramirez et al., 2018; Dou et al., 2019).
Esto probablemente se debe a la via de administracion (i.v. vs i.p. u oral) y a las
propiedades farmacocinéticas del RSV (Kapetanovic et al., 2011; Saleh et al., 2014).
Es decir, la ruta de administracion utilizada por nosotros permite que una mayor
cantidad de este compuesto llegue al tejido en su forma activa (trans-resveratrol),
antes de ser metabolizado en trans-resveratrol glucoronato y trans-resveratrol
sulfato durante el inicio de la reperfusion, el cual es un punto critico para la
generacion de ERO (Peters et al., 1998).

Una situacién similar se observé con la CUR, un compuesto polifendlico natural con
potentes propiedades antioxidantes, y el NAC, un subproducto del glutation. Ambos
se han utilizado en concentraciones comparables, entre 150 — 300 mg/kg, para
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evaluar su efecto protector contra el dafo inducido por isquemia (Liu et al., 2014;
Huang et al., 2018; Uemura et al., 2018). Con ambos compuestos observamos una
disminucién en la expresion de SUR1 en concentraciones equimolares al RSV tanto
en el modelo in vivo como en el modelo in vitro, asi como la disminucion del dafo
en las células del EnVC. Lo anterior sugiere fuertemente que el mecanismo
protector de estos compuestos antioxidantes es compartido por RSV y que la
regulacion del estado redox celular durante los primeros minutos de la reperfusion

es el mecanismo general involucrado en la regulacion de la expresion de SUR1.

7.6 El RSV regula la expresion de SUR1 modulando la actividad de factores

transcripcionales sensibles a estrés oxidante

Mediante el analisis del promotor del gen Abcc8, que codifica para SUR1
encontramos que contiene multiples sitios de wunidn para los factores
transcripcionales NFkB, HIF-1 y SP1, que son importantes inductores de la
expresion de SUR1 y su mecanismo de activacion es sensible al estrés oxidante
(Hernandez-Sanchez et al., 1999; Simard et al., 2006; Woo et al., 2012).

Durante un estimulo isquémico HIF-1 se transloca hacia el nucleo y se incrementa
la expresion de SUR en EnVC (Simard et al., 2006, 2009; Woo et al., 2012). Este
efecto esta asociado a la activacion del factor HIF-1 durante periodos de hipoxia
(Woo et al., 2012; Zhang et al., 2018). Aunque estos datos apoyan que HIF-1 tiene
un papel importante en la activacion transcripcional del gen Abcc8, la mutacion de
los sitios de union a HIF-1 (HRE, inglés Hypoxia Response Element) en su promotor
no inhibe su expresion (Woo et al., 2012). Sin embargo, la mutacion de los sitios de
union al factor transcripcional SP1 inhibe completamente la expresién del AbccS,
confirmando que es SP1 y no HIF-1 el responsable directo de la expresion de SUR1
en condiciones de isquemia cerebral. La induccion de la transcripcion del gen Abcc8
requiere la activacion secuencial de HIF-1 y de SP1, es decir, la respuesta inicial de
HIF-1 durante la hipoxia involucra el aumento en la expresion de SP1. Siendo la
actividad de este ultimo el cual funciona como efector secundario, pero que actua
directamente en el promotor de SUR1 (Woo et al., 2012). Ademas, esto es apoyado

por estudios que han demostrado que SP1 estimula la expresién de SUR1 de
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manera dependiente de la concentracion (Ashfield y Ashcroft, 1998; Hernandez-
Sanchez et al., 1999). Nuestras observaciones en EnVC sometido a OGD coinciden
con este proceso. Por un lado, encontramos que la translocacion nuclear y actividad
de unién de HIF-1 aumentan durante el estimulo hipdxico y se mantiene elevado
brevemente durante la recuperacién (15 a 30 min). Mientras que observamos un
aumento en la translocacion nuclear y en la actividad de union al ADN del factor
SP1 ocurre durante la recuperacion (1 a 4 h).

Por otro lado, se sabe que SP1 aumenta su actividad de unién al ADN de manera
notable en condiciones de estrés oxidante (Simard et al., 2006; Hota et al., 2010),
lo que sugiere que compuestos antioxidantes podrian regular su actividad. En este
sentido, Simard y colaboradores (2006) demostraron que la translocacién nuclear
de SP1 es evidente después de 1 h de MCAO en células que registran un aumento
en la expresion de SUR1. Este hecho coincide con nuestros resultados en el modelo
de MCAO, en donde observamos que la actividad de union al ADN de SP1 se
encuentra incrementada desde la isquemia y se mantiene durante los primeros
minutos de la reperfusion; por lo tanto, es posible que la cantidad de SP1 basal sea
regulado por el estado redox celular.

También demostramos que el RSV reduce la actividad de unién al ADN de SP1 en
EnVC. Este efecto inhibitorio puede deberse a la actividad antioxidante del RSV, ya
que nuestro tratamiento disminuye los niveles de ERO. Sin embargo, igualmente
podria estar asociado a la capacidad del RSV de interactuar directamente con SP1
inhibiendo su actividad (Lee et al., 2012).

Ademas, observamos que la mitramicina “A”, un inhibidor especifico de SP1
disminuye la expresion de SUR1 y previene la muerte celular por necrosis en las
células de EnVC expuestas a OGD. Por lo tanto, la disminucion de la expresion de
SUR1 a través de la inhibicion de SP1 por el RSV podria ser un mecanismo protector

involucrado.
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7.7 El factor de transcripciéon NFkB y la expresiéon de SUR1 durante el proceso

inflamatorio en la isquemia cerebral

La isquemia cerebral desencadena eventos secundarios de dafio como el proceso
inflamatorio el cual ocurren dentro de las primeras 24 h del inicio del accidente
cerebrovascular. Una vez activados, citocinas pro-inflamatorias conducen a la
activacion de la microglia, la célula inmune residente del cerebro o los astrocitos. A
su vez, la microglia produce citocinas pro-inflamatorias, complicando el cuadro

isquémico (Kawabori y Yenari, 2015).

El factor NFkB se asocia en gran medida con el inicio de respuestas inflamatorias
y es un contribuyente clave del dafio secundario de la isquemia cerebral (Baeuerle,
1994). En muestras de cerebro humano post mortem de pacientes con isquemia
cerebral, NFkB se ha encontrado activo alrededor del nucleo isquémico hasta 24
h después de iniciado el dafio (Nurmi et al., 2004). En condiciones basales, NFxB
se encuentra en el citosol anclado a IkB. La hiperfosforilacion de IxB por las
quinasas |IKKa e IKKB favorece su ubiquitinacion y posterior degradacion
proteosomal, liberando a NF«xB y permitiendo su translocacion hacia el nucleo
(Mclnnis et al., 2002). El estrés oxidante activa/inactiva a las cinanas IKKa y IKKp
(Kamata y Hirata, 1999); en consecuencia, la actividad de NFkB responde a los
cambios en el estado REDOX del citoplasma y se transloca al nucleo en respuesta
el estrés oxidante celular (Li et al.,, 2011). Se ha demostrado que la isquemia
cerebral provoca una rapida disminucion de los niveles citoplasmaticos de IkB y un
aumento de los niveles nucleares de NF«kB. Este efecto es apreciable desde las 3 h
manteniéndose asi hasta 24 h después de iniciado el insulto isquémico (Xu et al.,
2012).

El promotor del gen Abcc8 contiene multiples sitios de uniéon a NF«kB lo que nos
sugiri6 que SUR1 podria estar aumentado en un contexto inflamatorio. De manera
interesante, el inicio de procesos inflamatorios en EnVC después de un estimulo
isquémico, promueve aumento del volumen celular y el desprendimiento de la

membrana basal subyacente, lo que lleva a comprometer su funcion. Esto conduce
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a un aumento de la permeabilidad de la BHE que causa extravasacion de proteinas,

edema intersticial y la extravasacion de células inmunes (Kawaboriy Yenari, 2015).

La utilizacion de inhibidores de NF«B (e.g. cefalexina y micofenolato) reducen el
dafio a la BHE, el edema cerebral y mejora la funcién neuroconductual en modelos
animales de isquemia cerebral (Song et al., 2019; Ali et al., 2020). Asi mismo, la
mutacion en el gen de la cinasa IKK después de 2 h de isquemia y 24 h de
reperfusion, disminuye el dafio tisular y mejora el estado neurolégico de ratones (Xu
et al., 2002). Ademas, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) una citosina pro-
inflamatoria que se libera durante la isquemia, aumenta significativamente el nivel
de ERO en el EnVC (Christov et al., 2004). EI TNFa es un activador candnico de
NF«kB, que también aumenta la expresion de SUR1 en EnVC (Simard et al., 2009).

Por otro lado, el tratamiento con RSV tiene un efecto terapéutico contra el dafio
tisular en diferentes modelos de isquemia cerebral, probablemente mediado no solo
por su capacidad antioxidante sino también por efecto en la respuesta inflamatoria
(Xie et al., 2019). Nuestros hallazgos indican que el RSV disminuye la actividad de
unién de NFxB al ADN en las células del EnVC sometidas a OGD, y la
administracién de un inhibidor especifico de NFkB reduce la expresiéon de SUR1,
aumenta la viabilidad celular y disminuye la muerte celular por necrosis. Todos estos
datos apoyan que NFkB participa en la formacion del edema cerebral
probablemente a través de la regulacion de SUR1 entre otros mecanismos y que el
RSV previene su activacion.

7.8 Participacion otras proteinas involucradas en el dano a la BHE y la
formacion del edema y su regulacién por RSV

El aumento en la expresion de AQP4 en cerebro promueve su ensamblaje con
SUR1-TRPM4, siendo el heterocomplejo macromolecular resultante, responsable
del edema celular en los astrocitos, el cual contribuye de manera importante al
edema cerebral (Stokum et al., 2018). Por lo tanto, la disminucion en el edema
cerebral observada con el tratamiento con RSV puede deberse no solo a la

reduccion de la expresion de SUR1, sino también a la disminucién en la expresion
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de AQP4 en los astrocitos observada en nuestros experimentos.

Por otro lado, las metaloproteinasas de la matriz (MMP) de manera fisiologica
participan en la produccion de nuevos vasos sanguineos, asi como en la
cicatrizacion a través de la degradacidon de proteinas de la matriz extracelular; de
esta manera el proceso contribuye a la migracion, proliferacion y la diferenciacion
celular (Nagase et al., 2006). Sin embargo, durante la isquemia cerebral las MMP9
se sobre-expresan participando en la degradacién de las proteinas de union
estrecha entre las células del EnVC, contribuyendo al dafio a la BHE (Roach et al.,
2002; Wei et al., 2015; Zeng et al.,, 2018). Durante este proceso, también el
desequilibrio en la expresién de MMP-9 y su inhibidor (TIMP-1) es responsable de
del dafio a la BHE (Roach et al., 2002). Se ha demostrado que ratones Knock-out
para la MMP9 muestran una reduccion en el dafo al tejido y en la formacion del
edema cerebral (Wang et al., 2003). Asi mismo, tanto RSV como CUR inhiben la
expresion de MMP9 y mitigan el dafio a la BHE después del accidente
cerebrovascular isquémico. Y se ha sugerido que el RSV podria mejorar el equilibrio
de MMP-9/TIMP-1 en términos de su expresion y actividad (Wei et al., 2015; Li et
al., 2017). Acorde con estos estudios, encontramos que el RSV reduce la
extravasacion de azul de Evans, lo que confirma que el tratamiento previene el dafio
a la BHE. Por lo tanto, la participacion del RSV en la formacion del edema podria
estar asociada con diferentes mecanismos, incluida la regulacion de proteinas que

afectan directamente la integridad de la BHE como las MMPs.

Finalmente, la expresién y funcion de TRPM4 también son regulados en células de
la UNV en modelos experimentales de accidente cerebrovascular en ratas
(Gerzanich et al., 2009; Loh et al., 2014; Mehta et al., 2015; Chen et al., 2019). La
inyeccion de un anticuerpo que reconoce y bloquea TRPM4 después de la isquemia
y la reperfusion en ratas reduce la mortalidad, el infarto y la extravasacion del azul
de Evans (Chen et al., 2019). Dado que la expresion SUR1 también influye en la
funcion TRPM4, el tratamiento con RSV podria reducir el dafo a través de la
inhibicion de la actividad del canal SUR1-TRPM4.
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VIIl. CONCLUSION

SUR1 es una proteina que modula la actividad del canal idbnico TRPM4, el cual juega
un papel importante en el dafio a la BHE y cuya funcién esta asociada a la formacién
del edema en las etapas iniciales de la isquemia cerebral. EI RSV previene el
incremento en la expresion de SUR1 inducido durante la isquemia y a su vez
disminuye las consecuencias del edema cerebral, aumenta la supervivencia y
mejora la funcion motora después de un insulto isquémico. Es por ello, que el RSV
se muestra como un farmaco capaz de prevenir el dafio por isquemia. Nuestros
hallazgos sugieren que la expresion de SUR1 por efecto del RSV esta asociado con
su capacidad antioxidante al regular la via AKT/SP1-NFkB. Es necesario identificar
con precision el mecanismo de accion del RSV, ya que la investigacion adicional en
este campo puede contribuir a explorar enfoques terapéuticos para el tratamiento
del edema en la isquemia cerebral, particularmente dirigido a contrarrestar la

formacién del al edema idnico en etapas tempranas.
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Figura 35. Mecanismo molecular de acciéon del resveratrol (RSV) en la prevencion de formacion del edema cerebral. Representacion
esquematica del efecto del RSV en la inhibicion de la formacion del edema y la conversion a hemorragia. (A) Colapso energético durante la
isquemia. La disminucion en las concentraciones de oxigeno (O2) y glucosa durante la isquemia cerebral provoca el colapso del metabolismo
energético y la disminucion de sustratos energéticos, afectando la cadena de transporte de electrones mitocondrial. (B) Reperfusion y generacion
de especies reactivas de oxigeno (ERO). El retorno del flujo sanguineo provoca que los electrones acumulados en la membrana interna
mitocondrial interactien con el Oz generando ERO, y dafiando a la mitocondria. (C) Activacion de la proteina cinasa B (AKT) por efecto de las
ERO. Las ERO generadas durante la reperfusion, inactiva a la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) la cual inhibe a AKT. La inhibicion
de PTEN induce un aumento en AKT activa (P-AKT). (D) Estabilizacién del factor inducible por hipoxia (HIF-1). La hipoxia estabiliza a HIF-1, e
induce la transcripcion de la proteina especifica 1 (SP1). (E) Activacion SP1y del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas (NFkB). AKT activa por fosforilacion a SP1 y NF«kB. (F) Transcripcion del gen Abcc8. La union de SP1 y NFkB al
promotor de Abcc8 favorece su transcripcion. (G) Transduccion del transcriptoma. EIl ARNm del gen Abcc8 se traduce a la proteina SUR1 la
cual se ensambla con el receptor de potencial transitorio de potencial a melastatina (TRPM4) y acuaporina 4 (AQP4) permitiendo su trafico a la
membrana celular. (H) El dailio mitocondrial. La disminucion en las concentraciones de ATP favorece la apertura del canal SUR1-TRPM4-AQP4
permitiendo la entrada de sodio (Na*) y agua al espacio intracelular (edema iénico). (I) EI RSV disminuye las ERO generadas durante la
reperfusion. Las propiedades antioxidantes del RSV inhiben la via ERO/P-AKT/SP1-NF«B disminuyendo la expresion de SUR1. (J) EI RSV inhibe
la actividad del canal SUR1-TRPM4-AQP4. Las propiedades estructurales del RSV permiten la unién de este compuesto a la proteina SUR1

inhibiendo su actividad.
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Tabla 2. Oligonucleétidos usados en los ensayos EMSAS

Factor transcripcional || Oligonucleétido (5°-37)
ATTCGATCGGGGCGGGAG
SP1
CTCCCGCCCCGATCGAAT
NFKB AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC
GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT
HIF-1 TCTGTACGTGACCACACTCACCTC

GAGGTGAGTGTGGTCACGTACAGA
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Tabla 3. Mezcla de reaccion para el marcaje de oligonucleoétidos

Reactivo Volumen (uL) [final]
H.O 29 uL

Amortiguador de 10 uL 1X
reaccion 5X TdT

Oligonucleotido 1L 100 nM
(5 pmol)

Biotina-11-UTP 5puL 0.5 uM
(5 uM)

TdT Diluidas 5uL 0.2 U/uL
(2 U/pL).
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para los ensayos EMSA

Reactivo Volumen (uL) [Final]
Amortiguador de 2 uL 1X
union 10X

200 mM de EDTA 1 L 1 mM
100 mM de MgCl» 1 L 5mM
Glicerol al 50% 1 uL 2.5%
Poly (di:dc) (1 ug/ul) 0.5 pL 25 ng/ yL
Extractos nucleares (2 5 uL 10 yg
ug de proteina)

Oligo marcado con 2 uL 10 fmol
biotina (5 fmol)

H20 7uL |l
Total 20 0
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Tabla 5. Sintesis de cDNA.

Mix #1
Reactivo Stock Final 1 reaccion
RNA ] Swg 1
Hexameros 25uM/50ng || 000 1L

hoDEPC | — | — | —

*Llevar la mezcla de reaccion a 17.5 uL de acuerdo a la concentracion de ARN , Incubar la mezcla durante 6 minutos a 65 °C . Pasar

inmediatamente a hielo (sin dejar enfriar).

Mix # 2
Buffer RT 5X 1X 5 L
dNTP's 100 mM 200 M m
RNAsin 40 UluL 20U 0.5 L
M-MLV-RT 200 U/pL 200 U m

*Adicionar 7.5 uL del Mix# 2 + 17.5 pL del Mix # 1 =25 pL, incubar por 1 ha 37 °C y 5 mina 95 °C.
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Tabla 6. Sondas TagMan® usadas en qRT-PCR

GEN

CATALAGO

Abcc8 TagMan® FAM

Hs01093751_m1

Abcc8 TagMan® FAM

Hs01093752_m1

Abcc8 TagMan® FAM

Rn01476317_m1

ARNr-18S TagMan®VIC

4308329

tbp TagMan®VIC

Rn01455648_m1
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Tabla 7. Mezcla de reaccion para el gen blanco

REACTIVO 1 REACCION
Volumen en ul

Master Mix (2X) Applied 6.5

Sonda TagMan 0.325

cADN dilucién (1:50; 1:30) 1

H.O-DEPC 5.2

Volumen final 13.025

*Las reacciones se realizaron por triplicado, por lo que 36 pL de la mezcla se transfirieron a tubos eppendorf de 600
ML. A continuacion, se agregaron 3 pL del cDNA de la dilucion cDNA (1:30).

*Se incluy6 un control negativo sin cDNA.
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Tabla 8. Mezcla de reaccion para el gen endoéeno ARNr-18S

REACTIVO 1 REACCION
Volumen en ul

Master Mix (2X) Applied 6.5

cADN dilucion (1:30) 1

Sonda Tagman 0.065

Oligos sense 0.065

Oligos antisense 0.065

H.O-DEPC 5.31

Volumen final 13.005

*Las reacciones se realizaron por triplicado, por lo que 36 pL de la mezcla se transfirieron a tubos eppendorf de 600
ML. A continuacion, se agregaron 3 pL del cDNA de la dilucion cDNA (1:30).

*Se incluy6 un control negativo sin cDNA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cerebral edema is a clinical problem that frequently follows ischemic infarcts. Sulfonylurea receptor 1 (SUR1) is
Resveratrol an inducible protein that can form a heteromultimeric complex with aquaporin 4 (AQP4) that mediate the ion/
Ischemia

water transport involved in brain tissue swelling. Transcription of the Abcc8 gene coding for SUR1 depends on
the activity of transcriptional factor SP1, which is modulated by the cellular redox environment. Since oxidative
stress is implicated in the induced neuronal damage in ischemia and edema formation, the present study aimed
to evaluate if the antioxidant resveratrol (RSV) prevents the damage by reducing the de novo expression of SUR1
in the ischemic brain. Male Wistar rats were subjected to 2 h of middle cerebral artery occlusion followed by
different times of reperfusion. RSV (1.9 mg/kg; i.v.) was administered at the onset of reperfusion. Brain damage
and edema formation were recognized by neurological evaluation, time of survival, TTC (2,3,5-
Triphenyltetrazolium chloride) staining, Evans blue extravasation, and water content. RSV mechanism of action
was studied by SP1 binding activity measured through the Electrophoretic Mobility Shift Assay, and Abcc8 and
Aqp4 gene expression evaluated by qPCR, immunofluorescence, and Western blot. We found that RSV reduced
the infarct area and cerebral edema, prevented blood-brain barrier damage, improved neurological performance,
and increased survival. Additionally, our findings suggest that the antioxidant activity of RSV targeted SP
transcription factors and inhibited SUR1 and AQP4 expression. Thus, RSV by decreasing SUR1 expression could
contribute to reducing edema formation, constituting a therapeutic alternative for edema reduction in stroke.

Cerebral edema
Sulfonylurea receptor 1
SP1

Blood-brain barrier

1. Introduction

Ischemic stroke results from the reduction of cerebral blood flow
due to an obstruction in an important cerebral artery. The blockade
compromises the quantity of oxygen and glucose delivered to the brain,
resulting in a disparity between the brain's energy supply and its high
intrinsic metabolic activity (Moskowitz et al., 2010). Under these con-
ditions, ATP depletion induces the loss of the transmembrane electro-
chemical gradients and favors the influx of osmolites (mainly Na* and
Cl7) through co-transporters whose activity depends on these trans-
membrane electrochemical gradients. Furthermore, the influx of os-
molites drives interstitial water entry through aquaporin 4 (AQP4), and
other channels and transporters (Stokum et al., 2016). This process

results in the pathological increase in the water mass contained in the
brain, which causes the dysfunction of the neurovascular unit including
neurons, astrocytes, and cerebral vascular endothelium (CVE) (Stokum
et al., 2016). Importantly, brain edema in ischemic stroke is decisive in
the prognosis of the patient's functional outcome, thus representing the
main target for therapeutic intervention.

Besides the constitutively expressed transporters that allow Na*
movement, SUR1-NCc,atp, @ non-selective channel permeable to
monovalent cations, greatly contributes to the process of cell swelling
(Chen et al., 2019; Hu and Song, 2017; Simard et al., 2006, 2007).
SUR1-NCcaatp channel is formed by the co-assembly of two structu-
rally different subunits: the transient receptor potential melastatin 4
(TRPM4), which is a Ca%"-activated non-selective ion channel; and a
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regulatory subunit, the sulfonylurea receptor 1 (SUR1) (Mehta et al.,
2016; Woo et al., 2013). SUR1 is a member of the ATP-binding cassette
(ABC) transporter family, which activity is regulated by the in-
tracellular ATP/ADP ratio (Ashcroft and Gribble, 2000). SUR1-NCca.atp
channel is practically absent from the healthy brain but de novo ex-
pression of SUR1 and TRPM4 is up-regulated in the cells from the
neurovascular unit after brain injury. During ischemia, ATP depletion
and the increase of the intracellular Ca®>* stimulates channel activity
(Simard et al., 2006, 2007). Additionally, SUR1 performs a physical
interaction with AQP4 to form the heteromultimeric complex SUR1-
NCcaatp-AQP4, which favors ion/water osmotic coupling and cell
swelling (Stokum et al., 2016, 2018). SUR1 appears as a decisively
component in the conformation of a functional channel which activity
is involved in the development of cerebral edema. Therefore, targeting
the SUR1 protein offers an interesting therapeutic approach for stroke
treatment.

The promoter of the Abcc8 gene encoding for SUR1 contains mul-
tiple binding sites for transcription factors such as the Activating
Protein 1 (AP1), the hypoxia-inducible factor (HIF-la), and the
Specificity Protein 1 (SP1) (Gorogawa et al., 2004; Herndndez-Sanchez
et al.,, 1999; Kim et al., 2002; Woo et al., 2012). Noteworthy, SP1,
which is activated by oxidative stress is the main factor required for the
Abcc8 gene transcription (Hernandez-Sanchez et al., 1999; Hota et al.,
2010; Woo et al., 2012). Accordingly, SP1 immunostaining is noticeable
at the core and peri-infarct areas of infarcted brains; additionally, cells
positive to nuclear SP1 also express SUR1 (Simard et al., 2006).

Since oxidative stress is a condition generated during cerebral
ischemia and reperfusion (Peters et al., 1998), SP1 appears as an ideal
target for antioxidants. Interestingly, antioxidant strategies have been
linked to down-regulation of proteins that are up-regulated during
ischemia and whose inhibition tends to preserve blood-brain barrier
(BBB) integrity (Davis and Pennypacker, 2017; Li et al., 2017; Pineda-
Ramirez et al., 2018; Wang et al., 2015; Wei et al., 2015). For instance,
resveratrol (RSV, trans-3, 4/, 5-trihydroxy-stilbene) a natural phytoa-
lexin found in a variety of plants has protective effects on ischemia
(Ataie et al., 2016; Baur and Sinclair, 2006; Lopez et al., 2015; Pineda-
Ramirez et al., 2018). RSV effects have been primordially associated
with its strong antioxidant activity and its great ability to capture su-
peroxide anions produced in large quantities at the onset of reperfusion
(Ataie et al., 2016; Giilcin, 2010; Peters et al., 1998). Furthermore, RSV
modulates gene expression through the activation of cell signaling and
epigenetic mechanisms (Fernandes et al., 2017).

Considering RSV's capability to regulate the redox environment of
the cell, the present study aimed to assess if treatment with RSV at the
onset of reperfusion reduced brain edema formation after cerebral
ischemia. We hypothesized that RSV by affecting SP1 activity could
down-regulate the de novo expression of SUR1. Our data suggest that
RSV contributes to the edema reduction by inhibiting de novo expres-
sion of SUR1 during brain ischemia.

2. Experimental procedures
2.1. Experimental design

Male Wistar rats (weight 280-320 g) were randomly included in the
following groups: 1) Control (CT), sham group (n = 21) subjected to
simulated left middle cerebral artery occlusion (MCAO); 2) Vehicle
(+VH), ischemic group (n = 21) subjected to 2 h of MCAO and sub-
sequently injected with vehicle; and 3) Resveratrol (4 RSV), ischemic
group with treatment (n = 21) subjected to 2 h of MCAO and subse-
quently injected with RSV. In some experiments, N-acetyl cysteine
(+NAC) or curcumin (+ CUR) were used as a reference for antioxidant
activity. Animals subjected to MCAO were sacrificed after 24 h of re-
perfusion, except for the DNA binding and the RT-qPCR assays where a
temporal course (0, 15, 30, 60, and 120 min; and 0.5, 8, and 24 h,
respectively) was performed after reperfusion. Sham animals were
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sacrificed after 24 h.

2.2. Treatment

At the onset of reperfusion animals were injected in the tail vein
with a total volume of 100 pL of either vehicle (ethanol 50% in water)
or RSV (R5010, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 1.9 mg/kg body
wt. Because of the RSV's low biodisponibility but low toxicity, the
highest soluble concentration in 100 pL of the vehicle was used. The
compounds CUR and NAC were administered at equimolar concentra-
tions taking as reference the RSV concentration and diluted in 25%
dimethyl sulfoxide and saline solution, respectively.

2.3. Experimental model for induction of focal cerebral ischemia

Techniques concerning the handling of animals were performed in
accordance with The Declaration of Helsinki and the Local Guidelines
on the Ethic Use of Animals for Experimentation and to the institutional
Ethics Committee (approved project No. 32/17). We used the MCAO
method to induce transient focal cerebral ischemia as described pre-
viously by Longa et al. (1989). Briefly, male Wistar rats (weight
280-320 g) were anesthetized with 2% isoflurane. The left common
carotid artery was exposed through a neck incision, and a nylon
monofilament (3-0) was introduced (~17 mm) through the external
proximal carotid artery into the carotid artery. At this point, the fila-
ment occluded the blood flow of the left middle cerebral artery. After
2 h of occlusion, animals were anesthetized again and the filament was
removed to allow restoration of blood flow (reperfusion). The physio-
logical parameters of the rats (heart and respiratory rate) were mon-
itored throughout this procedure.

2.4. Survival

The percentage of animals that survived 24 h relative to the total
number of individuals in each group was determined. Animals used in
different experiments but under the same treatment were included in
the final count (n = 21).

2.5. Neurological outcome

To evaluate the neurological performance of the animals, the “limb-
use asymmetry test” was performed 24 h after MCAO. Rats were placed
in a transparent acrylic cylinder (25 cm diameter, 40 cm height) and a
video was recorded for 5 min. Locomotor asymmetry was evaluated by
counting the number of contacts that the animal made with their ex-
tremities on the cylinder wall. This method has been previously de-
scribed in detail by Roof et al., 2001. Briefly, the number of contacts
using the extremity ipsilateral to injury (not altered), contralateral to
injury (altered), and simultaneously with both extremities were ob-
tained. Then, the percentage of contacts with each extremity (ipsi- and
contralateral) was calculated concerning the total number of contacts.

%of lateral contacts (ipsi or contra)

_ Number of lateral contacts (ipsi or contra) x 100
Total number of contacts

Finally, the global use score of extremities (BIAS) was calculated by
subtracting the percentage use of the contralateral limb to percentage
use of the ipsilateral limb.

%BIAS = %ipsilateral contacts — %contralateral contacts
2.6. Evaluation of brain-blood barrier (BBB) permeability

Evans blue (2%) diluted in saline was administrated during re-
perfusion (4 mL/kg; i.p.) according to the method of Manaenko et al.
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(2011). Evans blue circulation was allowed for 24 h. Then, rats were
anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg; i p) and decapitated.
Brains were removed and frozen at —70 °C for 6 min. Serial coronal
slices of 2.5 mm in thickness were obtained. Evans blue extravasation
was observed by the colour change in the tissue and quantified using
the ImageJ software (https://imagej.nih.gov/ij/) (Rasband, 1997). The
total area of each slice was considered as 100%, and the percentage of
the tissue stained in blue on each slice was calculated. Finally, the
average of the stained tissue in each brain was obtained, followed by
calculation of the average stained area per group.

2.7. Water content

After 24 h of reperfusion, animals were anesthetized and decapi-
tated. Brains were extracted, hemispheres separated (both ipsi- and
contralateral to the lesion), and weighed independently. Subsequently,
tissue was dried at 105 °C for 24 h, and the dry weight documented. The
% of water content on each hemisphere was calculated using the fol-
lowing equation (Yousuf et al., 2009):

[(wet weight) — (dry weight) s 100]
wet weight

%Water on the hemisphere =

Then, the individual percentage of change among hemispheres was
calculated using the following equation:

Individual water change content (%)

= ipsilateral%water content — contralateral%water content

Finally, the average on the water change content per group was
calculated.

2.8. Quantification of the infarct area

Infarct area was measured using 2, 3, 5-triphenyl tetrazolium
chloride (TTC) staining. The brain was cut into serial coronal slices
(2.5 mm thick), incubated in 2% TTC for 30 min at 37 °C in the dark,
and then placed in 4% paraformaldehyde. For each animal, the per-
centage of the infarct area was calculated considering the total area of
the slice as 100%. The section that showed the highest effect was the
somatosensory cortex, located approximately at Bregma —2.16 to
—4.20 mm. This region was considered for the analysis (Paxinos and
Watson, 2007). Image analysis was performed using ImageJ software
1.8.1 (https://imagej.nih.gov/ij/) (Rasband, 1997).

2.9. RNA extraction

Total RNA purification was performed using TRIZOL®
(ThermoFisher Scientific, Walthman, MA, USA) following manufacturer
instructions. Trizol (1 mL) was added to cortex tissue, mixed with
200 pL chloroform, incubated 15 min and followed by centrifugation
12,000 xg for 15 min at 4 °C. Then the aqueous phase was transferred to
a new tube and 500 pL of isopropanol was added. After 10 min of in-
cubation at room temperature, the mixture was centrifuged at 12,000
xg for 10 min at 4 °C and the supernatant was discarded. The pellet was
washed with 75% ethanol and centrifuged at 7500 xg for 5 min. Finally,
the supernatant was carefully removed, the pellet was allowed to dry at
room temperature and was re-suspended in 50 pL of ribonuclease-free
water [0.1% diethylpyrocarbonate (DEPC) in treated sterile bidistilled
water].

2.10. cDNA synthesis

To synthesize cDNA, 5 pg of total RNA was mixed with 1 uL of
hexamers (2.5 uM), 5 puL RT enzyme buffer (M531A, Promega
Corporation, Madison, WI, USA), 1 uL. dNTP's (500 uM), 0.5 pL. RNAsin
(20 U; N211A, Promega Corporation), and 1 pL. M-MLV-RT (200 U;
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M1708, Promega Corporation). A final 25 pL volume was completed
with DEPC-water. The mixture was incubated 1 h at 37 °C and 5 min at
94 °C. Subsequently, the sample was stored at —20 °C until use.

2.11. Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qPCR)

TagMan®FAM  probe (TagMan Rn01476317_ml, Applied
Biosystems, Foster, CA, USA) that expands exons 38 and 39 was used to
measure the relative level of Abcc8 mRNA and TaqMan®VIC probes
designed to detect the TATA-binding protein (Thp) (Rn01455646_m1,
Applied Biosystem) and the 18S rRNA (Rn01455646_m1l, Applied
Biosystem) were used to normalized Abcc8 gene expression. qPCR was
performed on a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using
Universal PCR Master Mix (4,304,437, Applied Biosystem). Reactions
were executed in triplicate under the followed conditions: holding step,
95 °C for 10 min; cycling step, 40 cycles of 92 °C for 15 s and 60 °C for
1 min. Values of threshold cycle (Ct) was determined by automated
threshold analysis using the SDS Software 1.3.1. (Livak and Schmittgen,
2001).

2.12. Promotor analysis to identify SP1 binding sites

Prediction of SP1 binding sites in Abcc8 and Agp4 genes promoters
was done using the CONSITE database (http://consite.genereg.net/).
For the prediction analysis, we considered 3000 bp relative to ATG start
codon (—2000 to +1000) using the ExPASy Bioinformatics Resource
Portal (http: //www.expasy. org/genomics).

2.13. Nuclear extracts

Extraction of nuclear proteins was carried out according to the
method of Schreiber et al. (1989). Five grams of tissue from the cerebral
cortex were lysed using 500 pL of buffer A (10 mM HEPES pH 7.9,
10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT) containing a
mixture of protease inhibitors (Sigma, P8340) and incubated on ice for
15 min. Then, 25 pL of Nonidet P-40 (10%) was added and the mixture
was centrifuged at 14,000 rpm for 30 s. The supernatant (containing
cytoplasmic proteins) was removed and 50 pL of Buffer B (20 mM
Hepes pH 7.9, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, and
protease inhibitors) was added to the nuclear pellet. The concentrate of
proteins inside nuclei was shaken gently for 30 min at 4 °C. Finally, it
was centrifuged at 14,000 rpm for 5 min and the supernatant (nuclear
proteins) was recovered, quantified, aliquoted (5 pg), and maintained
at —70 °C until use.

2.14. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

The oligonucleotides employed in the assay contained the DNA
binding sequence of SP1: 5-ATTCGATCGGGGCGGGAG-3’ and 5-CTC
CCGCCCCGATCGAAT-3’ (Ramos et al., 2007). Oligonucleotides were
labeled individually with biotin at the OH-3’ ends using the DNA Kit 3’
End Biotinylation (89,818, ThermoFisher Scientific). Next, a mix of
equal concentration of each biotin-labeled oligonucleotides was in-
cubated in a water bath at 90 °C for 1 min. Then, oligonucleotides were
aligned by allowing slow cooling until water reach room temperature.
Binding activity detection was performed using the LightShift Chemi-
luminescence EMSA kit (20,148, ThermoFisher Scientific) following the
manufacturer's instructions. Briefly, 5 pug of nuclear extract and 0.2 ng
of biotin-labeled oligonucleotides (10 fmol) were mixed with the
binding reagents and incubated at room temperature for 20 min. Then,
5 L of loading buffer was added to the reaction mix and loaded on non-
denaturing 5% polyacrylamide gels. Electrophoresis was run (80 mV for
1.5 h) and after, binding reactions were electrophoretically transferred
to a nylon membrane. Finally, the detection was performed by chemi-
luminescence in a photo-detector (Fusion SOLO S, Vilber lourmat,
Collégien, France).
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2.15. EMSA competition assays

To determine the specificity of the SP1 signal, the binding under
three conditions was compared: i) nuclear extract plus biotin-labeled
oligonucleotides containing the SP1 binding site (SP1-biotin) (10 fmol);
ii) nuclear extracts plus SP1-biotin (10 fmol) and an excess of unlabeled
oligonucleotide containing the SP1 binding site (10 pmol); and iii)
nuclear extracts, plus SP1-biotin (10 fmol) and an excess of unlabeled
oligonucleotide containing a heterologous binding sequence (10 pmol)
(data not shown).

2.16. Immunofluorescence

Rats were anesthetized intraperitoneally with pentobarbital
(100 mg/kg) (PiSA, Guadalajara, JC, Mexico) and perfused transcar-
dially with PBS and 4% paraformaldehyde. Brains were extracted, fixed
in 4% paraformaldehyde for 24 h, and sequentially placed in increasing
concentrations of sucrose (10, 20, and 30%) for three days at 4 °C.
Then, coronal sections (10 pm) were obtained using a freezing micro-
tome (Sartorius-Werke, model 27, Gottingen, Germany). Tissue sections
were stored at —20 °C in a cryoprotective solution (30% ethylene
glycol, 20% glycerol in PBS, pH 7.4) until use. For protein detection,
sections were permeabilized in PBS containing 0.1% Triton X-100 for
30 min and blocked in 10% goat serum in PBS for 60 min. Then, sec-
tions were incubated with antibodies against occludin (1:200,
GTX114949, GENETEX), a specific endothelial marker, and SUR1
(1:200, ab-134,292, ABCAM) in PBS containing 1% bovine serum al-
bumin overnight at 4 °C. After, sections were washed with PBS and
incubated with anti-rabbit IgG Alexa Fluor® 594-conjugated (711-585-
152, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. West Grove, PA, USA)
or anti-mouse IgG DyLight™ 488-conjugated (715-485-150, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc.) as required. Sections were in-
cubated for 15 min with 1 mg/mL 4/, 6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, Sigma-Aldrich) to detect nuclei and mounted with Mowiol
medium (4.8% Mowiol 4.88, 0.1% p-phenylenediamine, 12% glycerol,
0.02% NaNs3, and 0.2 M Tris-HC]). Images were acquired in an inverted
microscope Olympus model 1 x 71 (Olympus Corporation of the
Americas, Center Valley, PA, USA) using 40 X dry objective lenses.
Imaging analysis was performed with Image J software 1.8.0 (https://
imagej.nih.gov/ij/) (Rasband, 1997). Total fluorescence was reported
in arbitrary units (a. u).

2.17. Western Blot assays

Tissue was collected, and total protein was extracted in lysis buffer
RIPA (150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 1% Sodium Deoxycholate, 5 mM
EDTA, 50 mM Hepes, pH 7.5) containing protease inhibitors (P8340,
Sigma-Aldrich). The concentration of protein samples was measured by
the bicinchoninic acid method (BCA-1 C2284, Sigma-Aldrich). Then,
samples were mixed with Laemmli loading buffer and denatured at
100 °C for 5 min. Sixty pg of protein were separated by molecular
weight on SDS-PAGE using 10% polyacrylamide gels. Then, proteins
were electrotransferred to nitrocellulose membranes and then, mem-
branes blocked with 5% skim milk diluted in TBS-T 1x (10 mM Tris-
Base, 200 mM NacCl, and 0.1% Tween-20, pH 7.5). Membranes were
incubated overnight at 4 °C with anti-SUR1 polyclonal goat antibody
(1:500 dilution, SC-5789, Santa Cruz, Dallas, TX, USA) or anti-AQP4
monoclonal mouse antibody (1:1000 dilution, SC-32739, Santa Cruz) in
TBS-T containing 5% skim milk; subsequently, membrane was washed
four times with buffer TBS-T. Detection was performed by chemilumi-
nescence (WBLUF0100, Millipore, Burlington, MA, USA) after incuba-
tion overnight at 4 °C with anti-IgG-goat antibody conjugated with
peroxidase in 5% skim milk diluted in TBS-T (1:3000 dilution, JIR-705-
035-003, Jackson Immuno Research,) in a photodetector (Fusion SOLO
S, Vilber Lourmat). Then, membranes were washed twice with stripping
buffer (200 mM Glycine, 3.5 mM SDS, 1% Tween-20, pH 2.2) during
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5 min, followed by freshly blocked in 5% skim milk diluted in TBS-T
1 x. Finally, to normalized the amount of protein loaded in the gel,
membranes were incubated with anti-a-tubulin monoclonal mouse
antibody (1:1000 dilution, T9026, Sigma-Aldrich) in 5% skim milk
diluted in TBS-T 1 X, and followed by the process described above.

2.18. Statistical analysis

All data were obtained from at least three independent experiments.
All data were presented as the mean =+ SD statistical differences.
Calculations were performed using the GraphPad Prism 5 software (San
Diego, California, USA). Differences between groups were calculated
using Student's t-test and 1-way analysis of variance ANOVA followed
by Tukey post-test.

3. Results
3.1. Brain blood barrier integrity after MCAO is preserved by RSV treatment

To evaluate the protective effect of RSV against the BBB damage
induced by cerebral ischemia, we examined the BBB permeability
properties by measuring the water content and the Evans blue extra-
vasation 24 h post-MCAO. We found that MCAO increases both para-
meters exclusively on the ipsilateral side to the lesion. The percentage
of the Evans blue extravasation (+VH, 14.6 =+ 2.6; ANOVA,
p < .001; n = 7) and the water content (+VH, 4.1 =+ 1.02%;
ANOVA, p < .001; n = 11) was increased with MCAO and reperfu-
sion. These findings clearly showed that the BBB result compromised
after ischemia. In contrast, when RSV was administrated at the onset of
reperfusion, both parameters were significantly reduced when com-
pared to the +VH group, extravasation changed to 6.5 * 3.9%
(ANOVA, p < .01;n = 7) and the water brain content to 2.9 * 1.2%
(ANOVA, p < .01;n = 13) (Fig. 1).

3.2. RSV increases survival and mitigates the neurological impairments
induced by MCAO

Cerebral edema accounts for up to 50% of patient's mortality, and a
high index of disability is associated with survivors of stroke (Desilles
et al., 2013). We obtained the survival score in each group after MCAO
and used the “limb-use asymmetry test” to evaluate the neurological
performance of animals. We found that 2 h of MCAO induced a brain
lesion that was linked to a high mortality rate observed after 24 h of
reperfusion (CT, 100% survival vs. +VH, 61.9 + 10.8% survival;
ANOVA, p < .01, n = 21). Interestingly, RSV treatment significantly
augmented the rate of survival (+RSV, 90.4 * 6.5% vs. +VH;
ANOVA, p < .05, n = 21). Moreover, RSV treatment significantly
prevented the neurological deterioration of survivors (+VH,
52.2 * 10.0% vs. +RSV, 3.4 = 7.7%; ANOVA, p < .01;n = 8)
(Fig. 2 A and B).

3.3. Treatment with RSV attenuates the MCAO-induced infarct volume

To investigate if RSV treatment decreases the ischemia-induced
tissue damage, a TTC staining assay was conducted to measure the
infarct volume 24 h post-MCAO. Data showed that 2 h of MCAO in-
duced a prominent lesion. Brain damage was evident at the cortical and
subcortical level, the left middle cerebral artery (MCA) territory. RSV
treatment significantly reduced the infarct volume, preventing the da-
mage observed. Importantly, staining was weaker in the posterior
coronal slices, which showed the most marked reduction in damage.
Therefore, the infarct volume was measured on the brain slice that
showed the greatest contrast on damage before and after the treatment
(+VH, 40.8 = 5.2% vs. +RSV, 29.37 + 11.3%, ANOVA, p < .05;
n = 6) (Figura 2C and D). Subsequent analysis was performed on tissue
extracted from cortex located in this region of the brain (see methods).
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Fig. 1. Resveratrol decreases edema in rats exposed to cerebral ischemia. Animals were subjected to 2 h of middle cerebral artery occlusion (MCAO) followed by 24 h
of reperfusion. Control animals (CT) underwent simulated MCAO. At the onset of reperfusion animals received either vehicle (+ VH, ethanol 50%; i.v.) or resveratrol
(+RSV, 1.9 mg/kg, body weight; i.v.). Changes in Blood-brain Barrier permeability were visualized by extravasation of Evans blue in the total brain (A) and coronal
slices (B). Extravasation (%) was calculated by measuring the blue area in the ipsilateral hemisphere (C). Edema was assessed after MCAO and 24 h of reperfusion.
Brain water content was calculated as a percentage ratio between wet and dry brain tissue (D). Values were expressed as mean = SD. ANOVA, Tukey, **p < .01;
**¥%p < .001. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

3.4. RSV decreases the binding activity of SP1 transcription factors

The SP1 transcription factor has a prominent role on stimulating
transcription of the Abcc8 gene encoding for SUR1 and AQP4, both
involved in edema formation (Ashfield and Ashcroft, 1998; Hernandez-
Sanchez et al., 1999; Stokum et al., 2018; Woo et al., 2012) (Fig. 3 A).
Thus, we evaluated if the binding activity of the SP1 transcription
factor, which is modulated by oxidative conditions was affected by RSV
treatment. First, we performed a time-course assessment during re-
perfusion to establish the time at which the SP1 transcription factor has
a maximal binding activity. EMSA assays showed that MCAO specifi-
cally increased the binding activity of SP1 compared to the control
group. The peak binding activity of SP1 was observed after 15 min of
reperfusion with an increase of 2.2 + 0.27-fold (ANOVA, p > .01;
n = 4). SP1 binding activity then gradually decreased, reaching base-
line levels after 120 min of reperfusion (Fig. 3 B). Thus, we investigated
the effect of RSV on SP1 binding activity at 15 min of reperfusion after
MCAO. We observed that RSV treatment completely prevented the in-
crease induced in SP1 binding activity, which remained at baseline
levels (+RSV, 1.0 + 0.13-fold vs. +VH; ANOVA,p > .05;n = 4)
(Fig. 3 Q). Together, these data indicated that RSV modulated the re-
perfusion-induced increase of SP1 binding activity and consequently
might alter the expression of SP1 targeted genes.

3.5. RSV prevents the up-regulation of Abcc8 mRNA expression induced by
MCAO and reperfusion

Previous studies have shown that experimental models that simulate
stroke induce an increase in the Abcc8 mRNA level in the brain (Simard
et al., 2006). Accordingly, using the MCAO model, we found that 2 h of
ischemia up-regulated the Abcc8 mRNA expression in the ischemic
cerebral cortex. The peak of expression was found after 0.5 h of re-
perfusion (10.8 + 4.2 —fold vs. CT; ANOVA, p < .001, n = 6). Sub-
sequently, mRNA levels returned to baseline where they remained after
8 and 24 h of reperfusion (Fig. 3 D). Since RSV altered transcription, we
evaluated its effects on the increase of Abcc8 mRNA levels following
reperfusion. We observed that RSV significantly prevented the increase
induced by the MCAO after 0.5 h of reperfusion (+RSV, 1.64 = 0.30-
fold vs. +VH; ANOVA, p < .001, n = 5) (Fig. 3 E).

3.6. RSV prevents SUR1 protein expression induced by MCAO and
reperfusion

Since RSV reduced the binding activity of the SP1 transcription
factor and SP1 is essential for Abcc8 gene induction during ischemia, we
assessed the level of SUR1 protein expression by Western blot 24 h post-
MCAO. Tissue was collected from the posterior cortical area in the MCA
territory, where the protective effect of RSV was marked (Fig. 2 C,
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Fig. 2. Resveratrol increases survival and improves the neurological performance of animals exposed to cerebral ischemia. Animals were subjected to 2 h of middle
cerebral artery occlusion (MCAO) followed by 24 h of reperfusion. Control animals (CT) underwent simulated MCAO. At the onset of reperfusion animals received
either vehicle (+VH, ethanol 50%; i.v.) or resveratrol (+RSV, 1.9 mg/kg, body weight; i.v.). Mortality was assessed during the 24 h followed MCAO, and the
percentage of surviving animals was represented (A). The neurological status of the animals was calculated by the Bias “limb- use asymmetry test” (B). The infarcted
area was assessed using the 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride staining method in coronal slices of brains (C). The infarct area was quantified on the slice located
approximately at Bregma —2.16 to —4.20 mm (D). Values were expressed as mean *+ SD. ANOVA, Tukey, *p < .05, **p < .01, ***p < .001.

framed photographs). In the control group, SUR1 expression was very
low. In contrast, SUR1 expression level in rats subjected to MCAO and
reperfusion was quite high (+VH, 20.2 = 2.7-fold vs. +CT,
1.09 = 0.22-fold; ANOVA, p < .01; n = 6). Importantly, we found
that the large increase in SUR1 protein expression induced by MCAO
and 24 h of reperfusion was almost completely prevented by RSV
treatment (+RSV, 2.3 = 1.2-fold vs. +VH, 20.2 = 2.7-fold; ANOVA,
p < .01;n = 6) (Fig. 4 A).

3.7. Antioxidant agents CUR and NAC also prevent SUR1 induced-
expression by MCAO and reperfusion

It is assumed that RSV's protective effects are mainly associated with
its antioxidant properties (Giilcin, 2010; Yousuf et al., 2009). Therefore,
we hypothesized that perhaps other compounds with antioxidant ac-
tivity such as CUR or NAC, with the ability to increase the levels of
glutathione, should also regulate SUR1 protein levels after MCAO and

reperfusion. The immunoblot for SUR1 shown in Fig. 4 B demonstrated
that CUR and NAC, administrated at equimolar concentrations as RSV,
prevented the increase of SUR1 expression after MCAO maintaining
baseline levels (+ CUR, 1.4 = 0.1-fold vs. CT; +NAC, 1.2 + 0.13-fold
vs. CT; ANOVA, p < .001;n = 6).

3.8. RSV prevents the up-regulation of SUR1 expression induced by MCAO
and reperfusion in endothelial cells

MCAO induces SUR1 expression in cells that integrate the neuro-
vascular unit (Simard et al., 2006). To examine if RSV regulates SUR1
expression in the BBB, we performed double immunostaining using
occludin and SURI1 antibodies, the former as a specific marker of vas-
cular endothelial cells. We found that under control conditions the
expression of SUR1 was almost undetectable (1.0 = 0.45%). In rats
subjected to MCAO and 24 h of reperfusion, SUR1 expressing increased,
particularly in vascular endothelial cells (+VH, 9.29 = 2.17% vs. CT;



L. Alquisiras-Burgos, et al.

A

Abcc8

Aqp4

Experimental Neurology 330 (2020) 113353

LIl Ll Ll
} e el e
-2000 -1800 -1600 -1400  -1200 -1000 -800 -600  -400  -200  +1 +200  +400 +600  +800  +1000
L
| [l | [ LLLLL | I | T
-2000 -1800 -1600 -1400  -1200 -1000 -800 -600 -400  -200  +1  +200 +400 +600  +800 +1000
| SP1 binding site r Transcription start site
SP1| ~ e aut b bod o SP1 - -
< 3.0
& k%
%0 l | o *
-ﬂ? 2.5 _T_ %0 3.0, w
: 1 L
gL 0 L T & 2.5]
(o]
£ s € 20 T
5 z
< 2 1.5
& 1.0 g
g
Y 2 10
a 2
17 = 0.51
0.0 =
CT 0 15 30 60 120 & 0.0 .
277 CT +VH  +RSV
MCAO (2 h) / Reperfusion (min) _— )
E MCAO (2 h) / Reperfusion (15 min)
<
‘2 20 157 *okk
é kskok E Kk
% — 2 —
2 15 &
& T g 10 T
g <
2 101 =
2 S
&, 2
5 &
o 7 5
o o
5} 2
2 ol HE | | = 3 0 .
CT 0.5 8 24 ~ CT  +VH +RSV
MCAO (2 h) / Reperfusion (h) MCAO (2 h) / Reperfusion (0.5 h)

(caption on next page)



L. Alquisiras-Burgos, et al. Experimental Neurology 330 (2020) 113353

Fig. 3. Resveratrol reduces SP1 binding activity and Abcc8 gene expression in cerebral ischemia. Animals were subjected to 2 h of middle cerebral artery occlusion
(MCAO) followed by different times of reperfusion. Control animals (CT) underwent simulated MCAO. At the onset of reperfusion, animals received either vehicle
(+VH, ethanol 50%) or resveratrol (+RSV, 1.9 mg/kg, body weight). SP1 binding sites prediction analysis. Promoter analysis of Abcc8 and Agp4 promoter was
performed from —2000 to +1000 bp relative to ATG (A). Nuclear proteins were obtained, and the SP1 binding activity during reperfusion was evaluated using
Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) (B). Evaluation of the binding activity of SP1 after MCAO and reperfusion in animals treated with RSV (C). Relative
expression of the Abcc8 mRNA after MCAO and different times of reperfusion measured by RT-qPCR (D). Effect of RSV on mRNA levels of the Abcc8 gene after MCAO
and reperfusion (E). Values were expressed as mean *= SD. ANOVA, Tukey, *p < .05, **p < .01, ***p < .001.
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Fig. 4. Resveratrol prevents SUR1 expression induced by cerebral ischemia. Animals were subjected to 2 h of middle cerebral artery occlusion (MCAO) followed by
24 h of reperfusion. Control animals (CT) underwent simulated MCAO. At the onset of reperfusion animals received either vehicle (+VH, ethanol 50%; i.v.) or
resveratrol (+RSV, 1.9 mg/kg, body weight; i.v.) and Curcumin (+ CUR) or N-Acetyl-Cysteine (+NAC) at RSV equimolar concentrations (i.v.). SUR1 expression was
detected by Western blot and immunofluorescence in brain tissue. MCAO and reperfusion-induced an increase in SUR1 expression that was prevented by RSV (A).
+CUR and + NAC prevented the SUR1 expression induced by MCAO and reperfusion (B). MCAO and reperfusion-induced SUR1 expression in endothelial cells.
SUR1 (green), occluding (red) and nuclei (blue), NEG, control without primary antibodies (C). Fluorescence was quantified and reported in % of the co-localization of
occludin and SUR1 proteins in the region of interest (ROI) (D). Values were expressed as mean = SD. ANOVA, Tukey, *p < .05, **p < .01, ***p < .001. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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*p < .05, **p < .01. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

ANOVA, p < .05; n = 6) and RSV treatment significantly prevented
the MCAO-induced increased expression of SUR1 in endothelial cells
(+RSV,2.2 + 1.9% vs. +VH; ANOVA, p < .05;n = 6) (Fig. 4 C, D).

3.9. RSV also prevents the up-regulation of AQP4 expression induced by
MCAO and reperfusion

Recently, it was demonstrated that SUR1 forms heteromultimeric
complexes with AQP4, which amplifies ion/water osmotic coupling in
astrocytes (Stokum et al., 2018). Because both Agp4 and Abcc8 pro-
moters depend on SP1 activation (Fig. 3 A), we hypothesized that RSV
might also regulate Agp4. First, we performed a double immuno-
fluorescence assay: expression of AQP4 was evaluated in glial fibrillary
acidic protein (GFAP) positive cells (astrocytes). After 2 h of ischemia
and 24 h of reperfusion, the AQP4 level was increased; interestingly,
most of the immunostaining was found in the perinuclear area. RSV
treatment prevented this effect (Fig. 5 A, B). Next, we evaluated AQP4
expression by Western Blot. Similarly, we found that the MCAO and
reperfusion-induced a significant increase in the AQP4 protein levels
(+VH, 2.4 £+ 0.64 -fold vs. CT, 0.94 + 0.04 —fold; ANOVA,p < .01;

n = 4) (Fig. 5 C), and treatment with RSV prevented the increase in
AQP4 protein level induced by MCAO and reperfusion (+VH vs. +RSV,
0.62 =+ 0.18-fold; ANOVA, p < .05; n = 4) (Fig. 5 B, C).

4. Discussion

Many studies have previously demonstrated the protective effect of
RSV in pre-clinical models of ischemia (Pineda-Ramirez et al., 2018);
however, its precise mechanism of action remains unknown. In the
present study, we evaluated the effect of RSV on the prevention of
cerebral edema formation using the MCAO model of transient focal
cerebral ischemia. Our results contribute to the understanding of the
mechanism involved in brain protection by antioxidants.

During ischemic stroke, the expansion of brain volume due to
edema provokes an increase in intracranial pressure, that could affect
the respiratory centers in the brainstem, and frequently induces trans-
tentorial herniation causing death in the majority of patients suffering
from this condition (Desilles et al., 2013; Hacke et al., 1996). Coin-
cident with these data, our findings indicated that RSV reduced edema
and increased survival in rats undergoing ischemia. RSV administration
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also improved the neurological performance of animals, judged by the
partial functional recovery of the affected limb. This improvement
could be associated with a compensatory activity that originated from
the somatosensory cortex, an area involved in motor functions, such as
postural control (Kaulmann et al., 2017). This region corresponds to the
penumbra area, which is predominantly protected by RSV as demon-
strated with the TTC staining assay.

Our central findings indicate that RSV reduced the cerebral edema
through inhibition of SUR1 expression. SURI1 is the regulatory member
of the SUR1-NCc,atp channel, which function is strongly associated
with the onset of edema establishment (Simard et al., 2006). Here we
showed that RSV inhibits de novo synthesis of SUR1 in the early hours of
reperfusion, suggesting a novel mechanism of RSV action in ischemia.

Although the dose of RSV used in our research (1.9 mg/kg body
weight, i.v.) was several times lower than that used in similar studies
(20-200 mg/kg body weight; i.p.) (Pineda-Ramirez et al., 2018), the
protective effect found was probably due to the route of administration
(i.v. vs i.p. or orally) and the pharmacokinetic properties of RSV
(Kapetanovic et al., 2011; Saleh et al., 2014). This route of adminis-
tration might increase RSV bioavailability, allowing a greater amount
of RSV to reach the tissue in its active form at the onset of reperfusion
which is a critical point for generation of ROS (Peters et al., 1998).
Accordingly, even with a low dose, we observed a strong protection
similar to other studies that have used RSV in ischemia models (Dou
et al., 2019; Fang et al., 2015; Pineda-Ramirez et al., 2018).

From the therapeutic point of view, the time and route of admin-
istration would be strategic for antioxidant compounds (Aguilera et al.,
2010; Levchenkova et al., 2016; Xie et al., 2018) because reperfusion-
induced in the clinic coincides with a massive production of ROS
(Peters et al., 1998). Numerous cellular mechanisms are strongly in-
fluenced by the redox cell balance (Valko et al., 2007) and RSV likely
acts by trapping ROS and preventing oxidation of biomolecules and also
by regulating signaling pathways sensitive to oxidative stress.

We observed that CUR, a natural polyphenolic compound with po-
tent antioxidant properties, and NAC, a by-product of glutathione, also
decreased SUR1 expression. Despite the difference in bioavailability
(Boyanapalli et al., 2018; Chiew et al., 2016; Kapetanovic et al., 2011),
RSV, CUR, and NAC have been used in comparable concentrations in
vivo to evaluate its protective effect against ischemia-induced damage
(Huang et al., 2018; Liu et al., 2014, 2017; Uemura et al., 2018). The
protective mechanism of these antioxidant compounds are shared by
RSV. For instance, all regulate gene expression through inhibition of
transcriptional factors sensitive to oxidative stress. Specifically, CUR
and NAC decrease the activity of the transcriptional factors SP1 and NF-
kB/p65 (Chatterjee et al., 2019; Garcia-Roman et al., 2008), which are
essential in the expression of SUR1 and AQP4 (Simard et al., 2012;
Umenishi and Verkman, 1998; Wang et al., 2015; Woo et al., 2012).
Importantly, NAC and CUR prevent the formation of cerebral edema
(Chen et al., 2008; Wang et al., 2015). Although, the concentration used
in our work have not been tested previously, data support that NAC,
CUR, and RSV regulate SUR1 expression in cerebral ischemia probably
through similar mechanisms.

Previously, it was reported that blocking the Na* influx through the
SUR1-NCc, atp channel by constant infusion of glibenclamide (a potent
SUR1 receptor inhibitor) results in significant protection against
ischemia in rodents (Simard et al., 2012, 2006). Glibenclamide reduces
edema, mortality, and the functional deficit induced by cerebral
ischemia (Sheth et al., 2016). In humans, glibenclamide has being ex-
plored as a treatment to reduce edema after brain injuries including
ischemic stroke (Caffes et al., 2015; Simard et al., 2009, 2014).

Recently, glibenclamide reformulated for intravenous injection,
known as BIIB093, has been tested in patients with large hemispheric
infarction showing the potential to reduce brain swelling (Pergakis
et al., 2019). Outstandingly, radioligand binding assays have demon-
strated that RSV can specifically bind to SUR (1 and 2B) and displace
binding of glibenclamide, suggesting structural analogies between them
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(Hambrock et al., 2007). Nevertheless, the functionality of these two
molecules is different; consequently, RSV binding site could share some
parts of the glibenclamide-binding site but possible not to be com-
pletely identical. Additionally, RSV might have the ability to interact
with other proteins and activate alternative mechanisms to induce
protection in ischemia such as those dependent on its antioxidant
capability.

The Abcc8 gene, which encodes for SUR1 contains in its promoter
multiple binding sites for the transcription factor SP1 (Hernandez-
Séanchez et al., 1999). This is the principal inductor of SUR1 expression
under ischemia and hypoxia (Simard et al., 2006; Woo et al., 2012). SP1
favors gene expression under oxidative stress conditions suggesting that
antioxidants could regulate its activity (Hota et al., 2010). Here, we
demonstrate that RSV reduced SP1 binding activity after MCAO, ad-
vising that is involved in SUR1 mRNA down-regulation during re-
perfusion. Because RSV action on SP1 had not been described, it could
be associated with its antioxidant activity but also with its direct in-
teraction with SP1 (Lee et al., 2012). Therefore, the precise mechanism
requests a further investigation.

Interestingly, comparable to the Abcc8 promoter, Agp4 and pro-
moters of genes coding for proteins involved in BBB damage [e. g
matrix metalloproteinases (MMP)] also contain several binding sites for
SP1 (Murthy et al., 2012; Umenishi and Verkman, 1998). For instance,
AQP4 is the most abundant water-permeable channel found in the
mammalian cells whose transcription depends on oxidative stress (Bi
et al., 2017; Nielsen et al., 1997). AQP4 contributes to edema formation
and it is likely that the effect of RSV on AQP4 expression contributes to
edema reduction after stroke (Amiry-Moghaddam et al., 2004; Bi et al.,
2017). Accordingly, the interaction between SUR1 and AQP4 accel-
erates the transmembrane Na™ and water transport promoting cellular
swelling (Stokum et al., 2018).

In the case of MMP9, the protein is overexpressed during ischemia
and is responsible for BBB opening during stroke due to the degradation
of the complex junctional proteins between endothelial cells (Roach
et al., 2002; Wei et al.,, 2015; Zeng et al., 2018). During cerebral
ischemia, the imbalance in the expression of MMP-9 and its inhibitor
(TIMP-1) is responsible for the rupture of the BBB (Roach et al., 2002).
RSV and CUR inhibit the MMP9 expression and mitigate the BBB dys-
function after ischemic stroke; therefore, RSV might improve the bal-
ance of MMP-9/TIMP-1 in terms of their expressions and activities (Li
et al.,, 2017; Wei et al., 2015). In agreement with these studies, we
found that RSV reduces Evans blue extravasation, confirming that
treatment prevents disruption of the BBB. Therefore, the participation
of RSV on edema formation might be associated with different me-
chanisms, including regulation of water influx but also on the regula-
tion of molecules that affect the integrity of the BBB directly.

Finally, TRPM4 is also up-regulated in cells of the neurovascular
unit in experimental rat models of stroke (Simard and Gerzanich, 2007;
Chen et al., 2019; Gerzanich et al., 2009; Loh et al., 2014; Mehta et al.,
2016). Injection of an antibody that recognizes and blocks TRPM4 after
ischemia and reperfusion in rats reduces the mortality, the infarct, and
the Evans blue leakage (Chen et al., 2019). Since SUR1 expression also
influences the TRPM4 function, treatment with RSV could reduce the
damage after stroke through the inhibition of SUR1-NCc, arp channel
activity or regulation of TRPM4 expression. In this way, we are plan-
ning further studies with specific electrophysiological approaches to
elucidate the functionality of the channel and the expression of the
protein.

Although RSV's mechanism of action has not been described in
detail, activation of multiple processes have been reported in several
models of cerebral ischemia (Pineda-Ramirez et al., 2018). By instance,
RSV activates the silent mating type information regulation 2 homolog
1 (SIRT1) and the AMP-activated protein kinase (AMPK) inducing
protection against the injury by inhibiting NLRP3 inflammasome acti-
vation through SIRT1-dependent autophagy activity (He et al., 2017;
Pineda-Ramirez et al., 2020; Wan et al., 2016). Likewise, RSV decreases
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mitochondrial damage (Yousuf et al., 2009), an important fact which
stimulates the restoration of the physiological levels of ATP and im-
proves the cellular capacity to regulate the function of several proteins
including SUR1 (Simard et al., 2006). Additionally, RSV alters DNA
methylation, regulates histone modification (acetylation, methylation
and phosphorylation), and modulates miRNA expression, showing to be
a potent epigenetic modifier that play an important role during disease
development (Khoury et al., 2019). Interestingly, RSV also regulates
inflammation through modulation of NF-kB/p65 to induce protection.
This transcription factor is increased in MCAO (Carroll et al., 1998) and
is involved in regulation of AQP4 expression (Wang et al., 2015). To-
gether, these data show the complexity of RSV effects and the possible
crosslinking of its mechanism of action.

5. Conclusion

Current treatments to control cerebral edema formation are limited
to osmotic therapies and craniotomy; therefore, regulation of ion
channel activity involved in the initial phase of edema formation re-
presents a valuable therapeutic alternative. Several studies indicate that
RSV provides an environment suitable to reduce the transcription of
genes involved in BBB integrity during ischemia. Notably, in our model,
we demonstrated that RSV effectively reduces the cerebral edema when
is administrated at the onset of reperfusion due to regulation of SUR1
and AQP4 expression, possibly due to its antioxidant properties.
Therefore, although additional data are needed to endorse its use in
clinical trials, the low toxicity of RSV support it's suitably for ther-
apeutic use in stroke.
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Introduction

Cerebral vascular disease is a neurological alteration produced by a pathological process of
blood vessels and characterized by an abrupt decrease in cerebral blood flow (Diez Tejedor,
2004). In ischemic infarctions, occlusion of a cerebral artery results in reduced oxygen and
glucose supply to the tissue. Under these conditions, glycolysis and oxidative
phosphorylation are inhibited, leaving brain cells unable to maintain their ATP levels
(Lipton, 1999). The repercussions associated with the energy failure are multiple; among
these, we can highlight the alteration of the processes that depend on ionic homeostasis. Such
is the case of the blood brain barrier (BBB) function, which is affected as a natural part of
the evolution of the ischemic lesion and which has associated endothelial dysfunction and

the formation of cerebral edema (Moskowitz, Lo, & Iadecola, 2010)

Cerebral edema is the main cause of neurological deterioration and death in patients with
cerebral infarction. Currently, treatments to prevent edema are restricted to osmotic therapies
and craniectomy, which have adverse side effects. The edema formation begins with the
dysfunction of the cells of the cerebral vascular endothelium, which make up the BBB. In
the initial phase a molecular heterocomplex is involved, this consists of 3 components: a
water channel, aquaporin 4 (AQP4), a Na + channel (TRPM4) and the regulatory subunit of
TRPM4, the sulfonylurea 1 receptor (SURI) (Simard, Kent, Chen, Tarasov V., & Gerzanich,
2007). The uncontrolled opening of the SUR1-TRPM4-AQP4 complex is associated with
excessive Na* influx, which is accompanied by an influx of CI" and H,O, resulting in cell
swelling (cytotoxic edema) and necrosis. The death of the cells of the cerebral vascular
endothelium implies the evolution of edema towards the vasogenic type, in which there is
the passage of proteins to the cerebral parenchyma and even the progression towards
hemorrhagic edema, where leukocyte infiltration favors the inflammatory process and it
causes the death of other cell types such as neurons and astrocytes. This process usually
occurs in minutes, hours and even days after vessel occlusion, depending in part on the
vulnerability of the brain region and the degree of residual perfusion (Stokum, Gerzanich, &

Simard, 2016).



Recently, we observed in a model of transient cerebral ischemia induced by meddle cerebral
artery occlusion (MCAO) that intravenous administration of resveratrol drastically inhibits
the expression of the sulfonylurea 1 (SURI) receptor in the brain. This protein is expressed
de novo during cerebral ischemia due to oxygen deprivation and the increase in the
production of reactive oxygen species (ROS). This data suggest that resveratrol prevents the
formation of cerebral edema by interfering with the function of the complex. Therefore, it
was relevant to describe the effect of resveratrol on the expression and association of other
proteins that make up the complex during ischemia. In this context, our objective was to
evaluate the effect of resveratrol on the expression of AQP4 and damage to the blood brain

barrier in a model of transient global cerebral ischemia.

Methods

Animals. A total of 18 young adult, male Wistar rats (inbred strain, 3 - 4 months of age, 320
- 400 g body weight) were acquired from the local vivarium of the State University of
Maringa (Parand, Brazil). Six of these rats underwent sham surgery (controls), and 12 were
subjected to TGCI. The rats were housed at a controlled temperature (22°C + 1°C) on a 12-
hour alternating light-dark cycle (lights on at 07:00 hours). The animals had free access to
tap water and a standard commercial chow diet containing carbohydrate (660 g/kg), protein
(230 g/kg), fat (40 g/kg), fiber (60 g/kg), and vitamins plus minerals (10 g/kg) (NutrilabCR1;
Nuvital Nutrients, Curitiba, Parand, Brazil). The experimental procedures used were adhered
to the ethical principles of the Brazilian College of Animal Experimentation and were
approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the State University of

Maringa, Parana, Brazil.

Ischemia. Transient, global cerebral ischemia was induced by using the 4-vessel occlusion
(4-VO) technique (Pulsinelli & Brierley, 1979) with modifications. The rats were
anesthetized with a halothane/oxygen mixture delivered through a universal vaporizer to a
face mask affixed to the rat's nose that allowed the rat to breathe freely. The flow of oxygen
was maintained at a constant rate of 1.5 L/min. The halothane/oxygen mixture delivered to

the animal was previously calibrated to the minimal level required for effective anesthesia



(evaluated by pinching the animal's tail). The animal was fixed in a stereotaxic framework
with the head tilted down at approximately 30° to the horizontal, and the vertebral arteries
were bilaterally electrocoagulated at the level of the first cervical vertebrae. To avoid the risk
of defective occlusion, the vertebral arteries were firstly severed using the tip of a unipolar
electrode that was gently rotated within the alar foramen until bleeding was produced and
then immediately stanched by electrocoagulation. Afterward, a midline incision at the ventral
neck exposed the common carotid arteries, which were loosely snared with a silk thread. The
rat was returned to its cage to recover from anesthesia for 5 to 6 hours, after which the carotid
artery thread was carefully tightened for 15 minutes. Throughout occlusion (15 min) and
during the first hour of reperfusion, the rats were maintained in the warming box (Seif el
Nasr, Nuglisch, & Krieglstein, 1992). Loss of righting reflex within 2 minutes of carotid
occlusion and unresponsiveness to gentle touch, mydriasis, and tonic extension of the paws
were considered indicative of effective ischemia. Rectal temperature was monitored with a
digital thermometer (Minipa, APPA MT-520, Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil) reperfusion was
allowed for 24 and 72 h. Sham-operated animals were subjected to the same surgical
intervention, except that both the vertebral and carotid arteries were left intact. Occlusion of

the vertebral arteries alone does not affect brain perfusion.

Treatment. Resvetrarol (SIGMA, R5010; 1.8 mg/kg; ethanol 50%, i.p) was administered at
the beginning of reperfusion in animals. Resveratrol was dissolved in ethanol (0.01%) at a

final concentration of 100 uM.

Evaluation of BBB permeability. Evans blue (2%) diluted in saline was given at the start of
reperfusion (4 mL/kg; i.v.) according to the method of (Manaenko, Chen, Kammer, Zhang,
& Tang, 2011). Evans blue circulation was allowed for 24 h. After, animals were anesthetized
with thiopental (50 mg/Kg; i. p) and perfused transcardially with 0.9 % saline followed by a
fixative solution of paraformaldehyde 4 % (20 mL/min for 7 - 10 minutes). After
decapitation, brain was dissected and maintained in a 4 % paraformaldehyde solution for 2
h; then, transferred to a 30 % sucrose solution diluted in 0.2 M PBS until the tissue remains
at the bottom. Immediately, the tissue was immersed in a solution of hexane to protect the

brain tissue during freezing and cooled with liquid nitrogen for 3 min. Brains were kept at -



20° C until use. Fifty pm slices were made using a freezing cryostat, the sections were stored

in a PBS solution with 0.01% Na azide at 4° C until use.

Inmunofluresence. Tissue sections were washed in PBS with 0.1 % Triton X-100 with mild
agitation. The blocking procedure was performed with 5 % BSA + 0.1 % Triton X-100
dissolved in PBS for 1 hour. Then, were incubated overnight in a humid chamber at 4° C
with primary antibody (AQP4 1:200 and GFAP 1:500) diluted in PBS with 1 % BSA + 0.1
% Triton X-100. The tissue sections were washed 5 times with PBS + 0.5 % BSA. Then,
sections were incubated with antibody anti-mouse IgG conjugated with Alexa 488 (1: 250)
and anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 594 diluted in PBS with 0.05 % Tween 20 for 2
hours and washed with PBS + 0.5 % BSA. Then, sections were incubated with DAPI for 15
minutes and washed with PBS with 0.02 % Tween 20. Finally, Mowiol was used as a

mounting medium.

Image acquisition and analysis. To assess the permeability of the BBB blood vessels of the
cortex were photographed. For extravasation of Evans blue was detected with the far red
filter 670 nm. GFAP and AQP4 were detected with filters 594 nm and 488 nm, respectively.
Fluorescence was detected with an inverted microscope using a 20X dry objective (Olympus
model 1X71, Olympus Corporation of the Americas, Center Valley, PA, USA) at the
microscopy unit of the biomedical research institute of the UNAM. Imaging analysis was
performed with Image J software 1.8.0 as follows: 1) Channels were separated with the Split
Channels function, and 2) The area of interest was selected with the ROI manager function

and the mean of fluorescence of each picture was mesured.

Results

4VO|/reperfusion induces an increase in AQP4 expression and damage to the BBB. To
evaluate the effect of 4VO and reperfusion on the integrity of the BBB, Evans blue
extravasation was measured using a fluorescence technique. We found that under control
conditions, Evans blue extravasation was minimal with a value of 0.14 £ 0.027. On the other

hand, 15 min of 4VO followed by 24 and 72 h of reperfusion triggered a gradual increase in



extravasation of Evan’s blue with values of 1.36 £ 0.32 and 2.58 + 0.69, respectively.
Interestingly, these result coincides with the gradual increase in AQP4 expression. We found
that after 24 h of reperfusion AQP4 increased its expression to 0.38 + 0.07, reaching its
maximum level after 72 h of reperfusion (0.64 + 0.25), a value statistically significant with
respect to the control group (0.07 = 0.03) (ANOVA, p<0.05 vs CT). In addition, gliosis
increased after 24 h of reperfusion to 6.1 = 0.6 and reaches its maximum value after 72 h of
reperfusion (12.84 + 2.3), this value was statistically significant with respect to the control

group (3.7 £ 0.4) (ANOVA, p<0.05 vs CT).

Resveratrol reduces AQP4 expression and damage to the BBB induced by
4VO/reperfusion. To evaluate the protective effect of resveratrol against the BBB damage
induced by cerebral ischemia, BBB permeability properties were examined by Evans blue
extravasation 24 h post- 4VO. Interestingly, we found that the administration of resveratrol
in the group (+ RSV) reduced Evans blue extravasation to 0.27 + 0.09 respect to the +VH
group (1.36 + 0.32) (Figure 2 C). Likewise, a single dose of resveratrol reduced AQP4
expression to 0.11 +0.04 respect to the +VH group (0.38 £ 0.07) (ANOVA, p<0.05) (Figure
2D). Finally, to evaluate the protective effect of RSV, we measured the expression of the
GFAP protein as a sign of gliosis. We found that the administration of RSV did not change
GFAP expression, with values of 6.3 £0.97 vs 6.1 £ 0.6 for the +VH group (Figure 2 B).
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Figure 1. 4VO/reperfusion induces an increase in AQP4 expression and damage to the
blood brain barrier. Male Wistar rats were subjected to 4VO (2 h) and different reperfusion
times. Fluorescence an immunofluorescence analysis were performed in brain coronal
sections. A) GFAP expression (Red), AQP4 expression (Green), and Evans Blue
extravasation (purple). B) Quantification of GFAP protein expression. C) Quantification of
Evans blue extravasation. D) Quantification of AQP4 protein expression. Statistical analysis,

ANOVA, p<0.05 vs CT n=3.
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Figure 2. Resveratrol reduces AQP4 expression and damage to the BBB induced by
4VO/reperfusion. Male Wistar rats were subjected to 4VO (2 h) and reperfusion (24 h).
Resveratrol (+ RSV) was administered at the beginning of reperfusion in the caudal vein at
a dose of 1.8 mg/kg using 50 % EtHO as a vehicle (+VH). Fluorescence an
immunofluorescence analysis were performed in brain coronal sections. A) GFAP expression
(Red), AQP4 expression (Green), and Evans Blue extravasation (purple). B) Quantification
of GFAP protein expression. C) Quantification of Evans blue extravasation. D)
Quantification of AQP4 protein expression. Statistical analysis, ANOVA, p<0.05 n=3.
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