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. RESUMEN

La isquemia cerebral resulta de la reduccion del flujo sanguineo debido a la
obstruccion o trombosis de una arteria cerebral importante. Este evento puede
activar vias de muerte o supervivencia celular dependiendo de diversos
factores, como es la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
producidas durante la isquemia y la recuperacion del flujo sanguineo. La
administracion de antioxidantes [e. g. resveratrol (RSV)] promueve la
supervivencia neuronal a través de la activacion de mecanismos dependientes
del estado REDOX celular que aun no estan claramente identificados. Los
factores transcripcionales de la familia de la proteina especifica (Sp) y el factor
nuclear respiratorio 1 (NRF1) son regulados por ERO. Estos factores participan
en la transcripcion de genes implicados en la transmision sinaptica y el
metabolismo energético neuronal, indispensables en la supervivencia celular.
Por ello, en este estudio, se investigd el efecto del RSV en la actividad de unién
de los factores transcripcionales Sp y NRF1 al ADN en un modelo in vivo de
isquemia cerebral. Métodos Ratas Wistar macho (250 a 350 g) se sometieron
a oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) durante 2 h y a diferentes
tiempos de reperfusion (0, 15, 30, 60 y 120 min). EI RSV se administro (1
mg/kg, i. v.; diluido en etanol al 50%) al inicio de la reperfusion. Se extrajeron
proteinas nucleares de la corteza cerebral parietal y se analiz6 la actividad de
union mediante el ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA).
Resultados. Encontramos que la I/R activa a los factores Sp y NRF1. La
maxima actividad de unién para ambos factores se observo después de 15 min
de reperfusion (Sp: 222.13% y NRF1: 167.3%). EI RSV previno el aumento en
la actividad los factores Sp y NRF1 inducida por la isquemia (Sp: 96.8%. y
NRF1: 106.4%). Conclusiones. El efecto del RSV en la actividad de Sp y
NRF1 podria favorecer la supervivencia neuronal después del dafio isquémico.
Por un lado, permitiendo la expresidn de genes relacionados con el
restablecimiento energético como el del transportador de glucosa y las
subunidades de la cadena respiratoria mitocondrial. Por otro lado, modulando
la expresion de las subunidades del receptor NMDA y consecuentemente las
complicaciones por excitotoxicidad por glutamato.



Il. ABSTRACT

Introduction: Cerebral ischemia results from decreased blood flow due to
obstruction or thrombosis of a major cerebral artery. This event can trigger cell
death or cell survival pathways depending on various factors such as the
concentration of reactive oxygen species (ROS) produced during ischemia and
the recovery of blood flow. The administration of antioxidants [e. g. resveratrol
(RSV)] promotes the activation of neuronal survival pathways, through
mechanisms dependent cellular redox state that are not clearly identified. The
transcription factors of the family of specific protein (Sp) and nuclear respiratory
factor 1 (NRF1) are regulated by ROS. These factors are involved in the
transcription of genes involved in synaptic transmission and neuronal energy
metabolism, indispensable to cell survival. Therefore, in this study was
investigated, the effect of RSV in the binding activity to DNA of transcription
factors Sp and NRF1 in an in vivo model of brain ischemia. Methods: Male
Wistar rats (250-350 g) were subjected to occlusion of the middle cerebral
artery (MCAOQ) for 2 h and different times of reperfusion (0, 15, 30, 60 and 120
min). RSV was administered (1mg/kg, i.v, diluted in ethanol to 50%) at the
begining of reperfusion. Nuclear proteins were extracted from the parietal cortex
and the binding activity was analyzed by electrophoretic mobility shift assay
(EMSA). Results. We found that I/R activate the transcription factors Sp and
NRF1. The maximum binding activity of both factors was observed after 15 min
of reperfusion (Sp: 222.13% and NRF1: 167.3%). RSV prevented the increase
in the activity of transcription factor Sp and NRF1 induced by I/R (Sp: 96.8%
and NRF1 106.4%). Conclusions. The effect of RSV on the binding activity of
Sp and NRF1 could promote the neuronal survival after ischemic damage.
Probably, by allowing the expression of genes related whit the energy
restoration as glucose transporter and the subunits of the mitochondrial
respiratory chain. Furthermore, by modulating the expression of NMDA receptor
subunits and consequently decreasing the complications of glutamate

excitotoxicity.



lll. INTRODUCCION

La isquemia cerebral resulta de la reduccion del flujo sanguineo, debido a un
émbolo o trombosis en una arteria cerebral importante, que en la mayoria de
los casos es la arteria cerebral media (Durukan y Tatlisumak, 2007). Esta
situacion conlleva a una inmediata reduccion de la actividad neurolégica en la
zona directamente irrigada por la arteria que fue obstruida, formandose el
nucleo isquémico o zona de infarto donde el dafo neuronal es irreversible. Sin
embargo, rodeando al area de infarto, existe una segunda zona de dafio
denominada zona de penumbra; la cual permanece funcional aunque existe el
riesgo potencial de que esta zona se afecte irreversiblemente si el flujo
sanguineo no es restablecido durante los primeros minutos de la isquemia
(Durikan y Tatlisumak, 2007).

La reduccion en el flujo sanguineo, disminuye el suministro de oxigeno y
glucosa provocando un déficit energético que afecta de manera inevitable la
actividad de las proteinas dependientes de ATP. Una de las principalmente
afectadas, es la bomba de Na*/K’, encargada de mantener el potencial de
membrana celular. Su inactivacion provoca la despolarizacién de la membrana
neuronal induciendo la liberacién excesiva de glutamato al medio extracelular
(Moskowitz et al.,, 2010). El colapso energético afecta también a los
transportadores de glutamato, que en condiciones normales transportan al
glutamato al interior de las células gliales, manteniendo las concentraciones
extracelulares en niveles fisiologicos (Fu et al., 2005). Sin embargo, durante un
episodio de isquemia cerebral las células gliales se despolarizan (Arango et al.,
2008), impidiendo que el glutamato sea internalizado. De esta manera, también
contribuyen a que la concentracién de este aminoacido aumente en el espacio

extracelular hasta niveles toxicos (Lujan, 2004).

Como consecuencia del aumento de glutamato en el espacio extracelular, se
observa la sobreactivacion de sus receptores neuronales ionotropicos tipo N-
metil-D-aspartato (NMDA), los cuales son altamente permeables a Ca®".
Debido a que estos receptores no se desensibilizan, se desencadena una
internalizacién masiva de Ca?* al espacio citoplasmatico (Nakamichi y Yoneda,
2005; Hardinghan, 2009).

En condiciones fisiologicas la mitocondria amortigua la concentracion



citoplasmatica de Ca?*; sin embargo, en la isquemia cerebral se sobrepasa su
capacidad amortiguadora provocando un dafo mitocondrial irreversible. Este
dafio esta asociado a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), principalmente anidn
superoxido (O2), peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (HO')
(Nicholls et al., 2000; Murphy, 2009).

Los niveles elevados de ERO generados en el area de infarto provocan la
oxidacion de biomoléculas como proteinas, enlaces dobles de fosfolipidos y
ADN nuclear. De esta manera, se promueve la peroxidacion lipidica y dafio a
practicamente cualquier componente celular. Sin embargo, en la penumbra,
donde los niveles de ERO son menores, se observa la activacién de vias de
sefalizacion involucradas con la muerte neuronal programada o de la
supervivencia en forma dependiente del tiempo de isquemia y el déficit
energético (Thomson et al., 2012).

Entre los genes inducidos por ERO se encuentran algunos involucrados con el
funcionamiento de la sinapsis y la plasticidad neuronal como las subunidades
del receptor NMDA (Grin1, Grin2A y Grin2B); asi como genes involucrados con
el restablecimiento del metabolismo energético como los transportadores de
glucosa (Glut) 1, 2 y 3, y el complejo IV mitocondrial [la citocromo c oxidasa
(COX), que participa en la fosforilacion oxidativa y la generacion de ATP].
Todas estas proteinas son esenciales en la induccién de la neuroproteccion
durante un proceso isquémico (Okamoto et al., 2002; Dhar et al., 2009; Priya et
al., 2013; Durukan y Tatlisumak, 2007; Arango et al., 2008).

Asimismo, en el evento denominado pre-acondicionamiento isquémico, se ha
demostrado que los niveles moderados de ERO generadas por la mitocondria,
inducen la activacidon de vias de sefializacidon que promueven la transcripcion
de genes involucrados en la supervivencia neuronal principalmente la
expresion de genes relacionados con el metabolismo energético (e. g. Glut
1,2,3 y COX) (Bai et al, 1998; Nicholls et al., 2000; Ryu et al., 2003; Murphy,
2009; Thomson et al., 2012). Este es un mecanismo protector innato celular
que se activa por la exposicidn isquémica leve, que consideramos podria
simularse empleando antioxidantes. Es decir, el empleo de antioxidantes

podria prevenir el crecimiento del area de infarto y favorecer la activacién de



mecanismos asociados a la supervivencia celular (dirigidos a mantener las
concentraciones de ATP a niveles fisioldgicos), tal como ocurre en la zona de

penumbra cuando los tiempos de isquemia y reperfusion son cortos.

Diversos estudios han demostrado que la utilizacibn de compuestos
antioxidantes en modelos de isquemia cerebral proporciona un efecto
neuroprotector (Hardingham, 2010; Moskowitzet al., 2010; Matteucci et al.,
2011). El resveratrol (trans-3, 4 ', 5-trihydrox-ystilbene) (RSV) es una fitoalexina
natural que se encuentra en una gran variedad de frutas y semillas. Esta
molécula se encuentra en la naturaleza en conformacion cis y trans, siendo la
conformacién trans la forma activa y que posee actividades biologicas que
validan el interés de su investigacibn en modelos experimentales de

enfermedades humanas (Lamuela et al.,1995; Catalgol et al., 2012).

Una caracteristica importante del RSV, es su alta capacidad para capturar el
anion O (Gulcin, 2010), el cual se genera en grandes cantidades durante la
isquemia cerebral (Peters et al.,1998). Se ha demostrado que una dosis unica
de 1 mg/kg de RSV administrada al inicio de la reperfusion disminuye el nivel
de ERO en un 82% (Trejo, 2014). Esta disminucion en el nivel de ERO
detectado coincide con una disminucidn en el numero de células positivas a

fluorojade, un indicador de la neurodegeneracién neuronal (Trejo, 2014).

Se han sugerido diversos mecanismos por los cuales el RSV podria ejercer su
efecto neuroprotector. Por ejemplo, el RSV al modular los niveles de ERO
podria permitir la activacion de vias de neuroprotection similares a las que se
activan en el preacondicionamiento isquémico (Narayanan et al., 2013). Sin

embargo, no se ha determinado cual es el mecanismo empleado.

Tenemos evidencia de que en el modelo de oclusion de la arteria cerebral
media (MCAO), la expresion de genes involucrados en la supervivencia celular
y el metabolismo energético como los transportadores de glucosa 1, 3y 4, es
aumentada por el RSV, esto ocurre después de 2 h de isquemia inducida por la
MCAO seguida de 4 h de reperfusion (Tornes, 2014). Este incremento sugiere
que el RSV puede ayudar a superar el fracaso energético al favorecer la
entrada de glucosa y consecuentemente la sintesis de ATP durante la isquemia
cerebral, previniendo asi la muerte neuronal. Ademas, el RSV disminuye la
expresion de las subunidades del receptor NMDA Grin1, Grin2A y Grin2B



después de 2 h de isquemia y 2 h de reperfusion (Cerdn, 2013). Debido a que
la expresion de las subunidades del receptor NMDA se ve aumentada durante
la isquemia cerebral, posiblemente contribuye con las complicaciones y muerte
celular por excitotoxicidad por glutamato durante la isquemia; por lo tanto, el
efecto del RSV podria contribuir a disminuir el dafo.

Es importante destacar que las regiones promotoras de los genes de los
transportadores de glucosa y las subunidades del receptores NMDA tienen
sitios de unién a diversos factores de la familia de la proteina especifica (Sp) y
el factor nuclear respiratorio 1 (NRF1) (Okamoto et al., 2002; Dhar et al., 2009;
Priya et al.,2013). En este contexto la actividad neuroprotectora del RSV podria
ser atribuible a su capacidad de modular la actividad de los factores
transcripcionales Sp y NRF1, los cuales regulan la expresién de genes
involucrados en supervivencia y muerte celular. Por ello, estos factores
transcripcionales se vuelven un posible blanco terapéutico para reducir el dafio
durante la isquemia cerebral. Es por eso que nos planteamos determinar el
efecto del RSV sobre la actividad de unién de los factores transcripcionales Sp
y NRF1 durante la I/R.



IV. MATERIALES Y METODOS

Modelo animal

Se utilizaron ratas wistar macho con un peso corporal de 280 a 320 g
procedentes del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“‘Manuel Velasco Suarez”. Durante el proyecto las ratas fueron mantenidas en
jaulas de acrilico, bajo condiciones constantes de temperatura, humedad y luz
(cliclos de 12 h luz/oscuridad). Se les proporcion6 agua ozonificada y alimento
(LAB DIET, exclusivo para roedores de laboratorio en etapa de mantenimiento,
libre de drogas, antibidticos y estrogenos sintéticos, con formulacién y nutricion
constante, norma de calidad [SO-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).

Diseino experimental

Se realizaron ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA) para
evaluar la actividad de union de los factores Sp1 y NRF1 en la corteza
frontoparietal ipsilateral a la lesion. Para este analisis los animales se dividieron
aleatoriamente en 6 grupos experimentales: control (CT) sin tratamiento;
control mas vehiculo (CT+VH) al que se administré 200 uyl de etanol (EtHO) al
50% i. v por la vena caudal; control mas RSV (CT+ RSV), al que se le
administré 1 mg de RSV/kg de peso (diluido en EtHO al 50%) i. v. por la vena
caudal; el isquémia/reperfundido (I/R), en el que las ratas se sometieron a 2 h
de isquemia y a diferentes tiempos (0, 15, 30, 60 y 120 min) de reperfusion; el
I/R mas vehiculo (IIR+VH), en el que a las ratas se sometieron a 2 h de
isquemia y 15 min de reperfusion a las cuales se les administré el EtOH al
inicio de la reperfusion; y el sometido a I/R mas RSV (I/IR+RSV), en el que a las
ratas se sometieron a 2 h de isquemia y 15 min de reperfusién a las cuales se
les administré el RSV al inicio de la reperfusion.



Modelo experimental de I/R.

Para inducir la isquemia cerebral transitoria se utilizé la técnica de MCAO
descrita por Longa et al. (1989). Las ratas se anestesiaron con isofluorano al
2%. Inicialmente la bifurcacion de la carétida cervical fue expuesta a través de
una incision en el cuello del animal. Posteriormente, un monofilamento de nylon
de 3-0 se introdujo a través de la arteria 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 oclusion 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). Las ratas se sacrificaron

después de 0, 15, 30, 60 y 120 min de reperfusion por decapitacion.

Pruebas conductuales

Después de 2 h de oclusion se realizaron 2 pruebas conductuales para
determinar el estado neurolégico del animal: 1) Flexion de la pata contralateral
a la lesion, las ratas se suspendieron por la base de la cola y la postura de los
miembros delanteros fue observada. Las ratas normales extienden ambos
miembros hacia el suelo, mientras que los animales con dafo doblan la pata
contralateral como consecuencia de la lesion; y 2) Conducta de giro, las ratas
fueron sostenidas por la base de la cola permitiéndoles moverse libremente al
apoyar las patas delanteras; se observo la direccidn del movimiento durante 30
segundos. Los animales danados realizan al menos 5 vueltas en sentido

contralateral a la lesion.

Administracion del RSV

El RSV (Sigma; No. R5010) a una dosis de 1 mg/kg de peso corporal se
administré en 100 pL de etanol al 50 % (5 mM) por via intravenosa (v.i.) por la
vena caudal) al inicio de la reperfusidn en una dosis unica. De la misma

manera se administraron 100 pyL de vehiculo (EtOH al 50 %).



Extraccion de proteinas nucleares

Se siguio el protocolo propuesto por Priya A. et al (2013). Se utilizaron 5 g de
tejido de la corteza cerebral de la region frontoparietal ipsilateral a la lesion. El
tejido se disgrego en 500 pl de buffer “A” [Hepes 10 mM, KCI 10 mM, EDTA 0.1
mM, EGTA 0.1 mM, DTT 1 mM conteniendo una mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas (Sigma, P8340; 1:100)] y se incubo en hielo durante 15
min. Después se adicionaron 25 uyl de Nonidet P-40 (10%) y la mezcla se
centrifugd a 14,000 rpm por 30 seg. Se elimind el sobrenadante (proteinas
citoplasmaticas) y al concentrado nuclear se le adicionaron 50 pl de Buffer “C”
(Hepes 20 mM, NaCl 400 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM
conteniendo inhibidores de proteasas). El concentrado nuclear se agitd
suavemente durante 30 min en frio. Posteriormente, se centrifug6 a 14,000 rpm
por 5 min y el sobrenadante (proteinas nucleares) se separo en tubos nuevos.
Se realiz6 la cuantificacion de proteinas por el método de Lowry y se hicieron
alicuotas de 10 ug de proteina las cuales se almacenaron a -70°C hasta su

uso.

Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA).

La actividad de union al ADN de los factores transcripcionales Sp y NRF1 se
analizé mediante EMSA. Los oligonucledtidos utilizados (Eurofins mwg/operon)
en el ensayo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Oligonucleétidos empleados para ensayos EMSA con las secuencias consenso para los factores Sp y NRF1.

Cadena Oligonucleodtidos Referencia
5-3 ATTCGATCGGGGCGGGAG Gaudreault, et al ., 2013;
Ramos, et al ., 2007.
5-3 CTCCCGCCCCGATCGAAT
5-3 GCGCGCTCCAAGCATTTACGCCAACGCAGGCGCGC

Dhar y Wong-Riley, 2009.

5-3 TTGCGCGCCTGCGTTGGCGTAAATGCTTGGAGCGCGC



Marcaje de oligos

Los oligonucledtidos fueron marcados con biotina en los extremos OH-3°
utilizando el Kit ADN 3' End Biotinylation (Pierce Prod. No. 89818). Se preparo
la reaccidn de marcaje mezclando los reactivos de marcaje (10 pl de
amortiguador de reaccidén TdT [5X], 1 ul de oligo de la muestra [5 pmol], 5 pl
de Biotina-11-UTP [5 uM], 5 pl de TdT Diluidas [2 U/pl], 29 pl de H20)

La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C durante 30 min. En seguida se
adicionaron 2.5 pl de EDTA 0.2 M para detener cada reaccion y 50 pl de
cloroformo: alcohol isomilico (24:1) a cada reaccién para extraer las TdT. La
mezcla se agito vigorosamente en vortex y se centrifugé a 16,000 rpm durante
2 min para separar las fases, se retir6 el sobrenadante y se almacend. El
marcaje de oligos complementarios se realizd por separado y se alinearon
antes de su uso mezclando volumenes iguales y desnaturalizando la mezcla a

90°C por 1 min dejando enfriar lentamente a temperatura ambiente.

Ensayo de retardamiento

Los ensayos EMSA se realizaron utilizando el kit quimioluminiscencia LightShift
EMSA (Pierce, No. 20148). Se emplearon 10 pg de extracto de proteina
nuclear y 0.2 ng de oligonucle6tidos marcados con biotina, los cuales fueron
mezclados en frio con los reactivos de union (2 yl de amortiguador de union
[10X ], 1 pl de EDTA [200 mM], 1 ul de MgCl, [100 mM], 1 ul de KCL [1M], 1 pl
de glicerol [50%], 0.5 ul de Poly di:dc [1 pg/ul], 5 ul de extractos nucleares [2
Mg], 2 ul de oligo marcado con biotina [5 fmol], 7ul de H20)

La mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 20 min.,
posteriormente, las mezclas de reaccion se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 5% con amortiguador TBE 0.5X (Tris 450 mM, acido bdrico
450 mM, EDTA 10 mM) frio en una camara de electroforesis (Bio-Rad)
sumergida en hielo a 50 V por 2 horas. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de nylon cargadas positivamente (Biodyne, No. 60207).

La transferencia se realizd en una camara humeda de transferencia (Bio-Rad)

empleando amortiguador TBE 0.5X frio a 380 mA por 45 min. Para unir los

10



oligos a la membrana, las membranas se reticularon a 120 mJ/cm? en un

crosslinker automatico (Amersham Biosciencies) por 1 min.

Revelado

Para el revelado de las bandas se utiliz6 el kit Chemiluminescent Nucleic Acid
Detection Module (Pierce, No. 89880). La membrana se incub6 con 15 ml de
buffer 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 buffer de bloqueo (1:300) y se incubo por 30 min a
temperatura ambiente en agitacion suave. Pasados los 30 min el buffer de
bloqueo con enzima se desechd y fue sustituido por 5 ml de buffer de lavado
1X para retirar el exceso de enzima; se realizaron 4 lavados con 15 ml de
buffer de lavado 1X por 5 min a temperatura ambiente en agitacion suave. En
el ultimo lavado el buffer de lavado 1X fue sustituido por 15 ml de sustrato

equilibrado y la membrana se incubd por 5 min.

Enseguida, se trabajo la membrana se monté en un casete de revelado, se
adicioné 1 ml de la solucién de luminol + peroxido de hidrogeno (1:1) y se
expuso a un film (Kodak Biomax light film) por 10 min. En seguida el film fue
sumergido en solucion reveladora (Sigma-Aldrich, No. P7042-1GA) diluida en
agua (1:4) durante 2 min hasta la apariciéon de las bandas, el film fue lavado
con agua y en seguida fue sumergida en solucion fijadora (Sigma-Aldrich No.
P7167-1GA) diluida en agua (1:4). Posteriormente, el film fue lavado con agua
y secado para su posterior analisis. El analisis densitométrico de las bandas se
realizo utilizando el programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html).

Ensayos de competencia

Se mezclaron extractos nucleares y el oligo (10 fmol) con la secuencia
consenso especifica, observandose unién y retardamiento. Para determinar
que la senal fuera especifica se utilizaron dos condiciones, una adicionando un
exceso de oligo especifico no marcado (10 pmol) y otra adicionando oligo
heter6logo no marcado (10 pmol). (Figuras 1Ay 2A).
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico GraphPad Prism;
utilizando un analisis de variancia One way -ANOVA para comparacion de

medias de mas de 3 grupos; tomandose como resultado significativo una
p<0.05%.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha descrito que diversos mecanismos celulares esenciales, tales como la
expresion de genes, estan fuertemente influenciadas por el equilibrio oxido-
reduccion (REDOX) celular (Valko et al., 2007). Multiples estudios sugieren que
las ERO como el radical O, el H,O, y el HO modulan la expresion génica a
través de la activacion e inactivacion de cinasas y factores transcripcionales
sensibles al estado REDOX (Held et al., 2012). Los antioxidantes, debido a su
capacidad para interaccionar con las ERO, regulan este equilibrio REDOX
celular que esta alterado durante la I/R (Panickar et al., 2011).

Efecto de la MCAO y la reperfusidon sobre la actividad de uniéon de los
factores transcripcionales Sp y NRF1.

Con el objetivo de determinar el curso temporal de activacion de estos factores,
evaluamos el efecto de 2 h de MCAO y de los diferentes tiempos de
reperfusion (0, 15, 30, 60 y 120 min) sobre la actividad de union de los factores
transcripcionales Sp y NRF1 a su secuencia consenso.

Al evaluar la actividad de union de los factores transcripcionales Sp,
encontramos que la isquemia cerebral incrementa la actividad de union en el
grupo I/R(0min) en un 90.8% respecto al grupo CT. La maxima actividad de
union se observo después de 15 min de reperfusion en el grupo I/R(15min) con
222.13% de unién, siendo estadisticamente significativo respecto al control
(p>0.05%). También, observamos que la actividad fue disminuyendo
gradualmente hasta no observarse diferencias estadisticamente significativas
respecto al CT, esto ocurrié a los 120 min después de la reperfusion en el
grupo I/R(120 min) con una actividad de 133.5% (ANOVA, p<0.05) (Figura 1
B).
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Figura 1. Actividad de unién de los factores transcripcionales Sp. (A) Ensayos de
competencia. Carril 1, oligo con secuencia de union para Sp marcado con biotina + extractos
nucleares (EN); carril 2, oligo con sitios de unién Sp marcado con biotina + exceso de oligo
homdélogo (sitios de unién Sp) no marcado (200X) + EN; carril 3, oligo con sitios de unién Sp +
exceso de oligo heterélogono marcado (200X) + EN. Debido a que la sonda homdloga compite
por la unién del factor, con la que se observa una disminuciéon de la unién, pero no con la
sonda heterdloga, el experimento demuestra la especificidad de la union. (B) Curso temporal
de unién a su sitio consenso de los factores Sp. Las ratas Wistar fueron divididas
aleatoriamente en 6 grupos, control y sometidas a 2 h MCAO y a diferentes tiempos de
reperfusion. CT: ratas control; I/R(Omin): ratas sometidas a 2 h de MCAO y 0 min de
reperfusion; I/R(15min): ratas sometidas a 2 h de MCAO y 15 min de reperfusién; I/R(30min):
ratas sometidas a 2 h de MCAO y 30 min de reperfusion; I/R(60min): ratas sometidas a 2 h de
MCAOQ y 60 min de reperfusion; I/R(120min): ratas sometidas a 2 h de MCAO y 120 min de
reperfusion. A partir de los cerebros se diseccionaron cortezas frontoparietales ipsilaterales y
extrajeron proteinas nucleares que fueron incubadas con oligos con la secuencia de unién para
Sp marcado con biotina (n =4). Se realiz6 un analisis de variancia One way —ANOVA, p<0.05%.

Al evaluar la actividad de unién del factor transcripcional NRF1 encontramos
que su actividad también se incrementd después de 2 h de isquemia en el
grupo I/R(0min), observandose un 151.2% de unién respecto al grupo CT. La
maxima actividad se observd 15 min después de la reperfusion en el grupo
I/R(15min) con un 167.3%, y se mantuvo elevada hasta los 30 min en el grupo
I/R(30 min) con un 162.7 %, ambas tuvieron una diferencia estadisticamente
significativa respecto al CT (ANOVA, p>0.05%); disminuyendo gradualmente
hasta no observarse diferencia estadisticamente significativa respecto al CT,
esto después de 120 min de reperfusion en el grupo I/R(120 min) con un
136.02% (ANOVA, p<0.05) (Figura 2B).
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Figura 2. Actividad de union del factor NRF1(A) Ensayos de competencia.Carril 1, oligo con
secuencia de union para NRF1 marcado con biotina + extractos nucleares (EN); carril 2, oligo
con sitios de unién NRF1 marcado con biotina + exceso de oligo homélogo (sitios de union
NRF1) no marcado (200X) + EN; carril 3,0ligo con sitios de union NRF1 + exceso de oligo
heterélogo no marcado (200X) + EN. Debido a que solo la sonda homdloga compite por la
unién del factor, observada con la disminucién de la unién, el experimento demuestra la
especificidad de la unién. (B) Curso temporal de unién a su sitio consenso del factor NRF1.
Las ratas Wistar fueron divididas aleatoriamente en 6 grupos, control y sometidas a 2 h MCAO
y a diferentes tiempos de reperfusion. CT: ratas control; I/R(0min): ratas sometidas a 2 h de
MCAO y 0 min de reperfusion; I/R(15min): ratas sometidas a 2h de MCAO y 15 min de
reperfusion; I/R(30min): ratas sometidas a 2 h de MCAOQO y 30 min de reperfusion; I/R (60min):
ratas sometidas a 2 h de MCAO y 60 min de reperfusién; I/R(120min): ratas sometidas a 2 h de
MCAO y 120 min de reperfusion. A partir de los cerebros se diseccionaron cortezas
frontoparietales ipsilaterales y extrajeron proteinas nucleares que fueron incubadas con oligos
con la secuencia de union para NRF1 marcado con biotina (n =4). Se realiz6 un andlisis de
variancia One way —ANOVA, p<0.05%.

La proteina cinasa B (PKB), también conocida como AKT, es activada por
accion de ERO (Friguls et al., 2001; Huang y Hee-Yong, 2006; Yalcin et al.,
2010; Chetram et al, 2013).
transcripcionales de la familia Sp, los cuales se encuentran expresados de

Una vez activa, fosforila a los factores

forma constitutiva en el citoplasma celular. La fosforilacion permite su
translocacidon nuclear y la unién a su secuencia consenso en el promotor de
sus genes blanco (Pore et al.,2004). Nuestros resultados concuerdan con la
evidencia que indica que después de 1 h de isquemia se activa AKT (Friguls et
al., 2001). La activacion de AKT durante la isquemia explicaria el aumento en

la actividad de unidén de los factores que observamos después de 2 h de
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isquemia; este incremento incluso podria estar en la fase terminal de activacion
de AKT inducida por la isquemia. Adicionalmente, observamos un incremento
en la actividad de unién de los factores Sp a los 15 min de reperfusion. Este
aumento podria representar un segundo pico de activacion de la cinasa, que
coincide con la generaciéon de grandes cantidades de ERO durante los
primeros 20 min de reperfusion (Peters et al., 1998).

La familia de factores transcripcionales Sp incluye a los factores Sp1, Sp3 y
Sp4, siendo Sp1 y Sp4 los que participan como promotores de la transcripcion
génica, mientras que Sp3 participa como un inhibidor de la transcripcion.
Debido a que los 3 factores transcripcionales se unen a la misma secuencia
consenso, la direccion de la transcripcidon dependera de que factor se une
primero (Bouwman y Philipsen, 2002; Sapetschnig et al., 2004).

El modelo propuesto por Hota et al (2010) sugiere que Sp3 es sensible a la
oxidacion por ERO; esto se debe a que su secuencia aminoacidica es rica en
cisteinas, un aminoacido sensible a oxidacion (Ryu et al.,2003; Held et al,,
2012). La oxidacion de las cisteinas en el factor Sp3 impide la union a su
secuencia consenso y debido a que es un modelo por competitividad la
oxidacion de Sp3, permite que Sp1y Sp4 (los cuales fueron activados por AKT)
se unan al promotor, promoviendo la transcripcion. Es decir, el incremento en
la produccion de ROS durante la I/R, podria inhibir la union de Sp3 al ADN;
esta situacion favoreceria la union de Sp1 y Sp4, ocasionando un aumento en
la transcripcion de sus genes blanco. En nuestro estudio seria importante

determinar qué factores Sp se estan uniendo al ADN por efecto de la I/R.

Asimismo, la activacion de AKT por ERO permite la activacion del factor
transcripcional NRF1(Piantadosi et al 2006). El factor NRF1 activo se transloca
al nucleo favoreciendo la unidén a su sitio consenso en el promotor de sus
genes blanco (e. g. Glut 1, 2 y 3, COX, Grin1, Grin2A y Grin2B) promoviendo
su expresion. Por ello, el incremento en la actividad de Sp1 y NRF1 que
observamos concuerdan con la evidencia que indica que durante la I/R
aumenta la expresion del RNAm de las subunidades del receptor
glutamatérgico NMDA (Grin1 'y Grin2B) (Cerdn, 2014), los cuales podrian estar

involucrados en el dano neuronal.
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Efecto del RSV sobre la actividad de union de los factores

transcripcionales Sp y NRF1 durante la reperfusiéon

Con el objetivo de determinar el efecto del RSV sobre la actividad de union de
los factores Sp y NRF1, se administr6 RSV (1 mg/Kg; i.v.) al inicio de la
reperfusion. Las ratas fueron sometidas a 2 h de MCAO vy sacrificadas después
de 15 min de reperfusion. Al evaluar la actividad de union de los factores
transcripcionales Sp, encontramos que en los grupos CT+RSV (93.97 %),
CT+VH (120.2 %) y Sham (84.5 %) no presentan diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo CT (100 %). Sin embargo, observamos que en
el grupo I/R (15min), en el cual la actividad de union de los factores Sp esta
aumentada en un 222.13%. La administracion de RSV previno el incremento de
esta actividad de unién la cual se mantuvo en el nivel basal en el grupo I/IR
(15min)+RSV (96.8 %). De manera sobresaliente, encontramos que la
administracion del vehiculo (EtHO al 50 %) disminuyé la actividad en el grupo
I/R (15min)+VH a 40.23 %, siendo este resultado estadisticamente significativo
en comparacion con el grupo I/R (15min) (ANOVA, p<0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del RSV sobre la actividad de unién de los factores transcripcionales Sp.
Ratas Wistar macho fueron sometidas a MCAO por 2 h seguidas de 15 min de reperfusion.
Grupos: CT: Ratas control, CT-RSV: Ratas control con administracién de RSV; CT-VH: Ratas
control con administracion de EtHO al 50%; Sham: Ratas sometidas a cirugia pero sin MCAO;
I/R15: Ratas con 2h de MCAO / 15 min de reperfusion; I/R15-RSV: Ratas con 2 h de MCAO/
15 min de reperfusién y administracion de RSV al inicio de la reperfusién; I/R15-VH: Ratas
con 2h de MCAO/ 15 min de reperfusiéon con administracion de EtHO al 50% al inicio de la
reperfusion. A partir de los cerebros se diseccionaron cortezas frontoparietales ipsilaterales se
extrajeron proteinas nucleares que fueron incubadas con oligos con la secuencia de unién para
Sp marcado con biotina y se analizaron en ensayos EMSA (n = 4). Se realizdé un andlisis de
varianza One way —ANOVA,p<0.05%.
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Al evaluar la actividad de union del factor transcripcional NRF1 tampoco
encontramos diferencias significativas entre los grupos CT+RSV (101.3 %),
CT+VH (123.08 %) y Sham (89.08 %). Sin embargo, como ya se describio, la
MCAO aumenta la actividad de union de NRF1 a los 15 min de reperfusion. En
el grupo I/R(15min) en donde se registré un aumento del 167.3 %, observamos
que la administracién de RSV previno el aumento en la actividad de union de
NRF1 provocando que se mantuviera a niveles basales I/R(15min)+RSV
(106.4%). De la misma manera que con Sp, la administracion de EtHO al 50%
disminuyo la actividad del factor NRF1 en el grupo I/R(15min)+VH a 49.7%
siendo estos resultados estadisticamente significativos en comparacion con el
grupo I/R(15min) donde no se administro6 RSV (ANOVA, p<0.05) (Figura 4).

MCAO (2h)/ Reperfusion ( 15min)

CT CT+*RSV  CT+VH Sham IR [R*RSV  JR*VH
250 %
=)
= 2004
=
[ —
S 1504 ++
e T
= 1004 L I
S ot
= _I
S 50+
<C
(00 L \z: T Ty Q:
N <
R IR R < =
A < N D
< & \

Figura 4. Efecto del RSV sobre la actividad de unién del factor NRF1. Ratas Wistar macho
fueron sometidas a MCAO por 2 h seguidas de 15 min de reperfusion. Grupos: CT: Ratas
control, CT-RSV: Ratas control con administracién de RSV; CT-VH: Ratas control con
administracion de EtHO al 50%; Sham: Ratas sometidas a cirugia pero sin MCAO; I/R15:
Ratas con 2h de MCAO / 15 min de reperfusion; I/R15-RSV: Ratas con 2 h de MCAO/ 15 min
de reperfusion y administracién de RSV al inicio de la reperfusion; I/R15-VH: Ratas con 2h de
MCAOQO/ 15 min de reperfusion con administracion de EtHO al 50% al inicio de la reperfusion. A
partir de los cerebros se diseccionaron cortezas frontoparietales ipsilaterales se extrajeron
proteinas nucleares que fueron incubadas con oligos con la secuencia de unién para NRF1
marcado con biotina y se analizaron en ensayos EMSA (n = 4). Se realizé un andlisis de
variancia One way —ANOVA, p<0.05%.

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con RSV previene el
incremento en la actividad de unién de Sp y NRF1 inducido por la I/R. También
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revelan que el EtHO disminuye la actividad de union de estos factores
transcripcionales por debajo de los niveles basales.

La disminucion observada en la actividad de unién de los factores
transcripcionales Sp y NRF1 por efecto del RSV podria deberse a que el RSV
administrado en una dosis de 1 mg/Kg al inicio de la reperfusion disminuye los
niveles de ERO en un 82% (Trejo, 2013). En este contexto, debido a que la
activacion de AKT es dependiente de ERO el RSV podria actuar
indirectamente sobre la actividad de la cinasa AKT modulando su actividad y
de esta manera contribuir a disminuir la actividad de los factores

transcripcionales Sp y NRF1.

La disminucion en la actividad de Sp y NRF1 inducida por el RSV puede tener
dos diferentes efectos. Por un lado, puede disminuir la transcripcion de genes
involucrados con la muerte celular como son los que codifican para las
subunidades del receptor NMDA (e. g. Grin1 y Grin2B) que participa en la
excitotoxicidad por glutamato, asi como también genes pro inflamatorios que
aumentan las complicaciones después de un evento isquémico al contribuir con
la disrupcién de la barrera hematoencefalica y la formacion del edema (Tiwuari
y Chopra, 2011).

Por otro lado, es importante recordar que dentro de los genes blanco de estos
factores transcripcionales también se encuentran algunos relacionados con la
neuroproteccion como son los que participan en el restablecimiento del
metabolismo energético (e. g. Glut -1, -2 y -3 y las subunidades de la COX)
(Okamoto et al., 2002;Durukan y Tatlisumak, 2007; Arango et al., 2008Dhar et
al., 2009; Priya et al., 2013). Estos genes permiten aumentar la captura de
glucosa, prevenir el colapso de la cadena trasportadora de electrones, mejorar
la produccion de ATP que es clave para el restablecimiento de multiples
funciones celulares, asi como prevenir el dafio mitocondrial y la muerte celular
por apoptosis (Bai et al., 1998; Nicholls et al., 2000; Ryu et al., 2003; Murphy
2009; Thomson et al.,2012). Por lo anterior, la disminucion por debajo de los
niveles basales puede contribuir al dafo neuronal. Sin embargo, los
antecedentes sefialan que el efecto del RSV en la expresion de Glut 1, 2y 3 es
complejo, se observé que el RNAmM de estos genes disminuye a las 2 h de
reperfusion pero se incrementa a las 4 h (Tornes, 2014). Esto sugiere que la
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disminucién en los niveles de ERO al inicio de la reperfusion provoca la
inhibicion de la expresidn de genes involucrados tanto en el dafio como en la
neuroproteccion; sin embargo, el RSV mantiene en un nivel moderado las
concentraciones de ERO, por lo que a tiempos posteriores de la reperfusion, se
sigue regulando a vias de sefalizacion que pueden favorecer la supervivencia

celular.

Es por eso que sugerimos que el efecto neuroprotector del RSV podria
atribuirse a su capacidad de modular los niveles de ERO y consecuentemente
vias de sefalizacidn. De esta manera, se permitiria que la familia de factores
transcripcionales Sp recupere la capacidad de autoregulacién, favoreciendo la
union de factor transcripcional Sp3 evitando su oxidacion y disminuyendo la
actividad de union de los factores transcripcionales Sp1 y Sp4. Asimismo la
disminucién de la actividad del factor transcripcional NRF1 a niveles basales,
permitiria modular la expresion génica. Es decir, la modulacién de la actividad
de unién de los factores transcripcionales Sp y NRF1 por accién del RSV
podria ejercer dos efectos diferentes. Primero, resulta en la disminucion de la
expresion de las subunidades del receptor glutamatérgico NMDA previniendo el
dafio por excitotoxicidad y segundo, permite la expresion de genes
neuroprotectores, los cuales son expresados durante el preacondicionamiento
isquémico (Bai et al., 1998; Nicholls et al., 2000; Ryuet al., 2003; Murphy, 2009;
Thomson et al.,2012).

Por otro lado el efecto del EtHO en la disminucion en la actividad de union de
los factores transcripcionales Sp y NRF1 podria deberse a que en nuestro
modelo de I/R se ha descrito que el EtHO administrado en una dosis de [1.3
g/kg v.i] induce un incremento en el estrés oxidativo respecto al grupo I/R
(Trejo, 2014). El efecto del EtHO en la generacion de ERO durante la I/R
concuerda con las evidencias que indican que si el estrés oxidativo aumenta,
tanto la actividad de union de los factores transcripcionales como la actividad
transcripcional general después de llegar a un pico maximo tiende a disminuir
por debajo de los niveles basales (Gascon et al., 2005; Racay et al., 2009).
Este efecto también esta apoyado por la capacidad del EtHO para bloquear la
actividad de AKT, al inducir un cambio conformacional en el sitio activo de la
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cinasa (Huang y Kim, 2012). Lo anterior coincide con la disminucion en la
activacion de los factores trascripcionales Sp y NRF1 por efecto del EtHO que
observamos.

Otro posible mecanismo que podria estarse observando durante la I/R es el
mediado por calpainas. Estas enzimas se activan por estrés oxidativo y el
aumento en su actividad en el tejido cerebral se ha relacionado con la
administracion de EtHO (Raigopal y Vemuri, 2002). Las calpainas una vez
activas degradan a los factores transcripcionales ricos en cisteinas como los
factores transcripcionales de la familia Sp y NRF1 impidiendo su translocacion
nuclear (Maoet al., 2007). Es decir, el estrés oxidativo inducido por la I/R
incrementa con la administraciéon de EtHO, lo que lleva a una disminucién en

la actividad de los factores transcripcionales por debajo de los niveles basales.

Esto ultimo se traduce en la disminucién de la expresion de genes relacionados
con la muerte celular como el receptor de glutamato NMDA (Ceron, 2014).
Asimismo, se ha descrito que el EtHO tiene la capacidad de bloquear la
actividad del receptor NMDA e inhibir la liberacion de aminoacidos
excitotoxicos (e.g glutamato) provocando una disminucion de la corriente idnica
activada durante la I/R previniendo la excitotoxicidad (Liao et al., 2003; Fu et
al., 2013; Hafeez et al,. 2014). Lo anterior coincide con que el efecto
neuroprotector observado para concentraciones moderadas del EtHO descritas
previamente en nuestro modelo de I/R (Trejo, 2014).

Sin embargo, la disminucion en la transcripcion por debajo de los niveles
basales por efecto del EtHO no solo involucra a genes relacionados con la
muerte celular, sino que también se ve afectada la expresion de genes
relacionados con la supervivencia y la neuroregeneracion. Por ello, a pesar que
el EtHO tiene la capacidad de disminuir el dafio por excitotoxidicad durante la

I/R podria interferir con la superviviencia después de un evento isquémico.

Es importante destacar que en presencia de RSV este efecto se ve atenuado
debido a que el RSV modula los niveles de ERO producidas por el EtHO y la
I/R, proporcionando un ambiente REDOX idéneo para la activacion y
regulacion de los factores transcripcionales sin que la expresion génica se vea

afectada de manera negativa (Figura 5) (Tawari y Chopra, 2011) .
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Figura 5: Modelo de activacion de los factores transcripcionales de la familia Sp y NRF1 durante la I/R.
El colapso energético durante la I/R induce la despolarizacion de las membranas celulares, esta
despolarizacién provoca la liberacion de glutamato al medio y la sobre activacion de los receptores
glutamatergicos NMDA esta sobre activacion induce la internalizacion masiva de Ca® al medio
citoplasmatico. El Ca®* induce perdida del potencial de membrana mitocondrial provocando la generacién de
ERO. Las ERO generadas en exceso provocan dafio directo a biomoleculas y dafio mitocondrial. Por otro
lado las ERO oxidan y activan AKT, esta cinasa una vez activa induce la fosforilacion del factor NRF1 y los
factores de la familia Sp (Sp1, Sp2 y Sp3). El factor NRF1 una vez activo se transloca al nucleo y se une a su
secuencia consenso especifica, mientras que los factores de la familia Sp al ser activados se translocan al
nacleo y compiten por la misma secuencia de union en el promotor. Durante la I/R las ERO inducen la
oxidacioén del factor Sp3 impidiendo su translocacion nuclear y debido a que es un modelo por competitividad
se promueve la uniéon de Sp1 y Sp2 al sitio de unién. Debido a que el factor Sp3 funciona como un inhibidor
de la transcripcién, el aumento en la unién de Sp1 y Sp2 promueve el aumento de la transcripcién de sus
genes blanco. Sin embargo el RSV puede regular esta via al modular las ERO actta indirectamente sobre la
actividad de la cinasa AKT. Ademas permite que la familia de factores trascripcionales Sp recuperen su
capacidad de autorregulacion evitando la oxidacién de Sp3. Por otro lado el EtHO induce un cambio
conformacional en el sitio activo de AKT inactivandola ademas promueve el aumento de ERO y la activacion
de calpainas que degradan a los factores ricos en cisteinas como NRF1 y la familia Sp bloqueando totalmente
su actividad.
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VI. CONCLUSIONES

La I/R aumenta la actividad de unién de los factores transcripcionales Sp y
NRF1 a su secuencia consenso encontrandose el pico maximo de activacion
después de los 15 min de reperfusion. Sin embargo, el RSV tiene la capacidad
de prevenir el aumento en su actividad manteniéndola en niveles basales en
los primeros 120 min de reperfusion. Por otro lado, el EtHO bloquea la
activacion de los factores transcripcionales disminuyendo la actividad por
debajo de los niveles basales durante la I/R.

VII. PERSPECTIVAS

El comportamiento de los factores transcripcionales Sp y NRF1 varia en las
diferentes areas de dafo durante la isquemia cerebral asi como también entre
los diferentes tipos celulares del tejido cerebral. La complejidad del tejido no
permite determinar el efecto particular del RSV en el area de penumbra por lo
que es necesario evaluar el efecto del RSV en tipos celulares especificos bajo

condiciones de isquemia determinadas.

Ademas es necesario realizar ensayos de superretardamiento, en los que se
defina cual de los factores Sp se esta uniendo a su secuencia y de esta
manera, demostrar la capacidad del RSV en la regulacion de la actividad de la
familia de factores trascripcionales Sp. De manera se podria demostrar el
efecto del RSV en la I/R sobre la regulacién transcripcional.

Por otro lado, debido a que el EtHO como vehiculo podria intervenir con la
superviviencia después de un evento isquémico, sugerimos evaluar otras

alternativas como el aceite de maiz para la aplicacion del RSV en la clinica.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: ABREVIATURAS

COX: Complejo IV mitocondrial citocromo ¢ oxidasa

EMSA: Ensayo de retardamiento en la movilidad electroforética.

ERO: Especies reactivas de oxigeno

EtHO: Etanol

Glut: Transportador de glucosa

H.O,: Radical peroxido de hidrégeno

HO: Radical hidroxilo

I/R: Isquemia/reperfusion

MCAO: Oclusion de la arteria cerebral media.
NMDA: Receptor a glutamato tipo N-metil-D-aspartato.
NRF1: Factor nuclear respiratorio 1

O2: Radical superéxido

PKB (AKT): Proteina cinasa B

REDOX: Estado Oxido-Reduccion celular.
RSV: Resveratrol

Sp: Proteina especifica
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