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RESUMEN.

La pérdida neuronal asociada a la isquemia cerebral puede prevenirse al modular el
estado redox celular. Un posible mecanismo de accion es la regulacién de la
expresion de las subunidades del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) por
antioxidantes, que en consecuencia disminuyen la excitotoxicidad por glutamato.
Objetivo: Evaluar el efecto del resveratrol (RSV) sobre la expresion del mRNA de las
subunidades NR1, NR2A, NR2B y NR3A del receptor NMDA en isquemia cerebral.
Métodos: Ratas macho Wistar (250 a 3509) fueron sometidas a oclusion transitoria
de la arteria cerebral media (OACM) durante 2 horas. Una dosis de RSV (1 mg/kg;
i.v) diluido en 50% de etanol, se administré al inicio de la reperfusion. Se extrajo la
corteza frontoparietal ipsilateral a la lesién, 2, 4 y 24 h después de la recuperacion
del flujo sanguineo (reperfusion). La expresion del mRNA de las subunidades del
receptor NMDA se cuantific6 por PCR en tiempo real. Resultados: La
OACM/reperfusion indujo un incremento en el mMRNA de NR1 (6.49 + 5.96), NR2A
(9.28 + 8.14) y NR2B (8.34 + 4.08) tras 2 h de reperfusion. La administracion del
vehiculo (etanol al 50 %) disminuyd la expresion de NR1 (0.28 £ 0.16), NR2A (0.48 £
0.26) y NR2B (0.34 + 0.30) después de la isquemia/reperfusion y no se observaron
diferencias significativas entre los grupos CT e I/R. El RSV indujo un incremento
significativo en la expresiéon de NR2A a 24 h de reperfusién. Conclusiones: El etanol
y el RSV exhiben propiedades antioxidantes, las cuales pueden modular la actividad
de factores de transcripcion y en consecuencia podrian regular la expresion génica
de las subunidades del receptor NMDA. Ademas, se ha reportado que un incremento
en la subunidad NR2A se correlaciona con la activacion de vias de supervivencia
neuronal, por lo que nuestros resultados sugieren gque la administracion de etanol y
RSV podria conferir neuroproteccion en isquemia cerebral al inducir la

sobreexpresion de esta subunidad.

Palabras clave: Isquemia cerebral, Receptor NMDA, Resveratrol, Etanol.
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ABSTRACT.

Neuronal loss during cerebral ischemia can be prevented by modulating the cellular
redox state. It has been suggested that regulation of N-methyl-D-aspartate receptor
subunits by antioxidants decrease glutamate excitotoxicity. Objective. The aim of the
present study was to evaluate the effect of resveratrol (RSV) in NR1, NR2A, NR2B
and NR3A mRNA expression after cerebral ischemia. Methods. Male rats (250 to
350 g) were subjected to transient middle cerebral artery occlusion (MCAQO). RSV
was administered (1 mg/kg; i.v; diluted in 50% ethanol) 2 h post-occlusion.
Frontoparietal cortex was dissected from hemisphere ipsilateral to lesion, 2, 4 and 24
h after blood flow recovery (reperfusion). Expression of NR1, NR2A, NR2B and NR3A
MRNA was analyzed by quantitative real-time PCR. Results. MCAO/reperfusion
induced an increment in MRNA expression of NR1 (6.49 + 5.96), NR2A (9.28 + 8.14)
and NR2B (8.34 + 4.08) after 2 h of reperfusion. Administration of vehicle (50%
ethanol) induced a decrease in the mMRNA expression of NR1 (0.28 + 0.16), NR2A
(0.48 + 0.26) and NR2B (0.34 + 0.30) after ischemia. RSV induced an increase in the
MRNA expression of NR2A at 24 h of reperfusion. Conclusions. It has been shown
that antioxidants activate transcription factors that modulate the expression of diverse
genes. This could be the mechanism by which ethanol and RSV administration was
able to regulate the NMDA receptor subunits expression after MCAO/reperfusion.
Additionally, previous reports indicate that the increase in the NR2A subunit
correlated with activation of neuronal survival pathways. This effect could also explain
the protective effect observed after antioxidants administration on the cerebral

ischemia model.

Key words: Cerebral Ischemia, NMDA receptor, Resveratrol, Etanol.
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INTRODUCCION

Se conoce como enfermedad vascular cerebral (EVC) al grupo de trastornos
gue afectan el sistema nervioso central como resultado de un proceso patolégico de
los vasos sanguineos. Actualmente, este padecimiento constituye la segunda causa
de muerte a nivel mundial (OMS, 2010), y en nuestro pais, se encuentra dentro de
las primeras diez causas de muerte, ocupando el cuarto y séptimo lugar en mujeres y

hombres respectivamente (INEGI: Estadisticas de mortalidad, 2010).

Segun su naturaleza, la EVC puede presentarse como hemorragia o como
isquemia cerebral (IC), siendo esta ultima el tipo mas frecuente (Diez-Tejedor et al.,
2001). La IC se produce por una oclusién transitoria 0 permanente de una arteria en
el cerebro, ya sea por un émbolo o por trombosis local (Harukuni & Bhardwaj, 2006;
Arduz & Ruiz-Franco 2012). La disminucién del flujo sanguineo cerebral (FSC)
consecuente a la obstruccidon vascular se acompafia de una reduccion inmediata de
la actividad neurolégica. Tras un periodo prolongado de IC, la lesién celular (nucleo
isquémico) puede progresar hacia areas cerebrales que al inicio de la oclusion
recibian un aporte sanguineo colateral y por lo tanto preservaban su metabolismo
energético (area de penumbra) (Dirnagl et al., 1999). Por ello, la reperfusion (R), es
decir, la restauracion oportuna del FSC, es determinante en la recuperacién de las
funciones celulares y prevencién del dafio (Pan et al., 2007). El uso de tromboliticos,
tiene como finalidad la lisis del coagulo que ocluye la arteria cerebral y por
consiguiente la induccién de la R (Leo6n et al., 2003); sin embargo, tiene una ventana
terapéutica limitada (3 horas) y su administracion ha sido asociada a un incremento
en la produccién de radicales libres (RL) producto del restablecimiento del FSC
(Jordan et al., 2007; Peters et al., 1998; Aronowski et al., 1997).

El estrés oxidante debido al incremento en la producciéon de RL como las
especies reactivas de oxigeno (EROs) y nitrogeno (ERNSs) juega un papel muy
importante en el dafio cerebral postisquémico (Rodrigo et al., 2005). Esta condicion

se ve favorecida por una serie de eventos moleculares que se inician a consecuencia
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de la IC. Durante esta etapa, la pérdida del gradiente idnico transmembranal debido
a la falla en la bomba de sodio-potasio ATPasa y otros intercambiadores i6nicos
dependientes de energia, produce despolarizaciones de la membrana neuronal. En
consecuencia, se observa la liberacion masiva de aminoacidos excitadores,
principalmente glutamato, que activa a sus diferentes receptores. La activacion de los
receptores de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), los cuales son altamente permeables
a calcio (Ca?*) y no se desensibilizan ante un estimulo constante, confluye en un
incremento de la concentracion de Ca?* al interior de la célula que no puede ser
amortiguado adecuadamente y esta asociado al dafio celular (Dirnalg et al., 1999;
Neumar, 2000; Nakamichi et al., 2005).

Los receptores NMDA son proteinas integrales de membrana compuestas por
al menos 4 subunidades pertenecientes a 3 subtipos (NR1, NR2A-D y NR3A-B) que
se ensamblan formando un canal i6nico permeable al Ca?* con diferentes
propiedades biofisicas. Generalmente se forman heterotetrameros integrados por las
subunidades NR1/NR2, donde se localizan los sitios de union para glicina y
glutamato respectivamente (Mayer 2005; Chaffey & Chazot, 2008). Su participacion
como mediadores principales del dafio por excitotoxicidad en IC ha sido descrita en
diversos estudios (Hardingham et al., 2010).

El aumento de Ca?* citoplasmico debido a la sobreactivacion de receptores
NMDA, activa a diversas enzimas como la calpaina, una proteasa que degrada
proteinas del citoesqueleto y es capaz de iniciar la via intrinseca de la apoptosis
mediante el procesamiento de la proteina Bid. Mientras que la activacién de
calcineurina desfosforila y activa a la 6xido nitrico sintasa (NOS) que es responsable
de la produccion de 6xido nitrico (NO¢). Ademas, si se sobrepasa la capacidad de la
mitocondria para amortiguar Ca?*, puede inducir el desacople de la cadena
transportadora de electrones, el incremento en la liberacién de electrones y en la
produccion de anion superoxido (Oz¢). Esta ERO puede posteriormente reaccionar
con otras moléculas y producir el peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo
(*OH) y el peroxinitrito (ONOQ-+) (MacDonald et al., 2006; Starkov et al., 2004). Si
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durante esta etapa no existe un control adecuado de los niveles de RL, los lipidos,
las proteinas y el ADN pueden ser alterados de manera irreversible.

Sin embargo, el incremento moderado en la produccién de RL puede alterar
vias de la transduccion de sefiales y la expresion génica, desencadenando procesos
de adaptacion neuronal (Thompson et al., 2012). Por lo tanto, se ha sugerido que el
uso de terapias complementarias a base de antioxidantes, administradas al inicio de
la R, podria disminuir el dafio ocasionados por el exceso de RL producidos en esta
etapa y promover la activacion de vias neuroprotectoras regulando el estado redox
celular (Simonyi et al., 2005).

En la actualidad, numerosos antioxidantes y neutralizantes de EROs y ERNs
han sido probados y muchos han mostrado efectos protectores (Nadtochiy &
Redman, 2011; Hicks et al., 2007). En este sentido, diversos estudios han apoyado el
alto potencial terapéutico del resveratrol (RSV), un polifenol natural con gran poder
antioxidante (Gambini et al., 2011), en modelos de IC in vitro e in vivo (Sun et al.,
2011). Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, se demostré que en un modelo
de IC in vivo, inducido por la oclusién de la arteria cerebral media (OAMC), una dosis
Unica de RSV administrada al inicio de la R previene la muerte neuronal por al menos
24 horas (Trejo-Quifiones, 2013). A pesar de la amplia evidencia experimental en
torno a sus beneficios, el mecanismo de accién del RSV aun se desconoce, no
obstante, existen diversos antecedentes que demuestran que los antioxidantes son
capaces de regular la transcripcion de diversos genes (Valko et al., 2007; Mohora et
al., 2009).

En este sentido, un estudio realizado por Matteucci et al. (2011) demostré que
la curcumina, un compuesto con actividad antioxidante, proporciona un efector
protector contra la excitotoxicidad inducida por el receptor NMDA en un modelo in
vitro. Se observo que la curcumina aumenta la expresion de la subunidad NR2A,

provocando un incremento en la actividad de receptores NR1/NR2A a nivel de
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membrana plasmatica, los cuales tienen una menor permeabilidad al Ca?* y por lo

tanto disminuyen la entrada de éste i6n a la neurona al ser activada por glutamato.

También hemos observado que el tratamiento con S-alilcisteina (SAC) es
capaz de disminuir la expresion de las subunidades NR1 y NR2B en corteza cerebral

inducida por 2 h I/ 2 h R en isquemia in vivo (Rivera-Rodriguez, 2011).

Por todo lo anterior, en este trabajo nos propusimos determinar el efecto del
RSV en la regulaciéon de la expresion de las subunidades NR1, NR2A, NR2B y NR3A
del receptor NMDA en el modelo de isquemia por OACM. Observamos, que la IC/R
in vivo inducen un incremento importante en la expresion de las subunidades NR1,
NR2A y NR2B del receptor NMDA a 2 h de R, mientras que la administracion del
vehiculo (etanol 50%) fue capaz de prevenir el incremento en estas subunidades, sin
que se observaran diferencias significativas entre este grupo y el tratado con RSV.
La disminucion de la subunidad NR1 por el etanol podria tener un impacto sobre la
funcionalidad del receptor NMDA, disminuyendo su actividad, que en IC se encuentra
elevada. El efecto del etanol observado en el presente estudio, podria ser atribuible a
sus propiedades como antioxidante, mismas que fueron estudiadas en nuestro grupo

de trabajo (Tornes-Reyes, 2013).

Otro hallazgo importante, fue el incremento inducido sélo por el RSV en la
expresion de la subunidad NR2A a tiempos largos de R (i. e. 24 h), lo que implicaria
el ensamble de receptores NR1/NR2A sinapticos, que se caracterizan por permitir
una menor entrada de Ca?* a la neurona, lo cual estd asociado a la activaciéon de
vias de supervivencia neuronal. En ambos resultados es necesario evaluar si la
regulacion en la expresion se da también a nivel de proteina, lo cual, representaria
un posible mecanismo protector por parte del RSV a través de la regulacion de la
actividad del receptor NMDA.
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MATERIALES Y METODOS.

Reactivos.

Para la extraccion de RNA total se utilizé TRIzol® Reagent (No. Catalogo
15596-018; INVITROGEN, USA). Para la sintesis de cDNA se utilizaron los
siguientes reactivos: Deoxynucleoside triphosphate set (No. Catalogo 1 969 064;
Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis USA); M-MLV Reverse Transcriptase
(No. Catalogo M1701; Promega Corporation, Madison, USA); RNasin® Ribonuclease
Inhibitor (No. Catdlogo N2115; Promega Corporation, Madison, USA); Random
Hexamers (No. Catalogo N8080127, Applied Biosystems, New Jersey USA). En los
ensayos de expresion génica se utilizaron: Ribosomal RNA Control Reagents (VIC
Probe) (No. Catdlogo 4308329, Applied Biosystem, California USA) y sondas
TagMan® (GRIN1 (Rn01436035 ml); GRIN2A (Rn00561340 m1); GRIN2B
(Rn00680480_m1); GRIN3A (Rn01448549 ml) y GRIN3B (Rn01452634_m1l),
Applied Biosystem, California USA). Para el tratamiento que se aplico a los animales
de experimentacion, se utilizé6 Resveratrol SIGMA® (No. Catalogo R5010, Saint Louis
Missouri, USA).

Animales.

Se emplearon ratas macho de la cepa wistar (280-350 g) que fueron
proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”. Durante el estudio los animales se mantuvieron en jaulas
de acrilico, a temperatura ambiente, con ciclos de 12 h luz/oscuridad. Se les
proporcion6é agua ozonificada y alimento (LAB DIET, exclusivo para roedores de
laboratorio en etapa de mantenimiento, libre de drogas, antibiéticos 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 establecido por la Norma Oficial Mexicana para la Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y a los
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principios éticos para las investigaciones médicas descritos por Helsinki y sus
enmiendas (Asociacion Médica Mundial).

Disefio experimental.

Los animales fueron divididos en 7 grupos experimentales (n=4): control (CT),
control + vehiculo (CT/VH), control + RSV (CT/RSV), sham (SHAM),
isquemia/reperfusion  (I/R), isquemia/reperfusion + vehiculo (I/R/VH) e
isquemia/reperfusion + RSV (I/R/RSV). Los animales de los grupos I/R, I/R/VH y
I/R/RSV fueron sometidos a 2 horas de isquemia. Antes de inducir la reperfusién el
tratamiento fue administrado. Finalmente, los animales fueron sacrificados a los
tiempos especificos de R (2, 4 y 24 horas). A los grupos control, una vez que fueron
anestesiados con pentobarbital ip., se le administré una dosis de etanol o RSV y
posteriormente fueron sacrificados a los tiempos especificos (2, 4 y 24 horas). Se
obtuvo la corteza frontoparietal del hemisferio izquierdo (lado ipsilateral a la lesién)

para los ensayos de RTPCR en tiempo real.

Modelo experimental de IC in vivo.

Se utiliz6 un modelo de IC focal transitoria en rata que reproduce
experimentalmente el tipo de infarto cerebral mas frecuente en humanos (Cabrera et
al., 2008). La IC focal transitoria fue producida a través del método de OACM
descrito por Longa et al. (1989). Los animales fueron anestesiados con isofluorano al
2%. En seguida, la bifurcacion de la carétida cervical fue expuesta a través de una
incision en el cuello. Posteriormente, un monofilamento de nylon fue introducido a
través de la arteria carétida proximal externa hasta el interior de la arteria carotida
para ocluir el origen de la arteria cerebral media (ACM). Después de 2 horas, el
filamento fue removido y se restablecié el flujo sanguineo. Las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion a los tiempos especificos de R. Posteriormente, se
realizo la diseccion del cerebro para obtener muestras de corteza frontoparietal. El
grupo sham fue sometido al mismo procedimiento quirdrgico que el grupo sometido a

I/R pero sin introducir el monofilamente de nylon.
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Pruebas conductuales para determinar el déficit neuroldgico.

El estado neuroldgico de cada rata fue determinado por 2 pruebas: 1) Flexion
de la pata contralateral a la lesion, las ratas se suspenden de la cola y la postura de
los miembros delanteros es observada; las ratas normales extienden ambos
miembros hacia el suelo, los animales con dafio doblan la pata contralateral a la
lesion; y 2) Conducta de giro, las ratas se sostienen por la cola y se les permite
moverse libremente apoyando las patas delanteras, mientras se observa la direccidn
del movimiento durante 30 seg.; los animales dafiados realizan al menos 5 vueltas en
sentido contralateral a la lesion. Las ratas con déficit neuroldgico invariablemente

presentan un dafio por I/R inducido por la OACM.

Tratamiento.

Se administré una dosis Unica de RSV al término de las 2 horas de la OACM,
antes de la R, por via intravenosa (vena coccigea, localizada en la cola de la rata).
Se utilizé una solucién de RSV de 5 mM en 96% de etanol, el cual es estable por 12
semanas protegido de la luz. Para su administracion se diluyé hasta llegar a una
concentracion de etanol del 50% (Ver anexo |). La dosis de RSV (1 mg/Kg de peso)
fue seleccionada con base en reportes previos que demuestran un efecto
neuroprotector (Yousuf et al., 2009). Los grupos tratados con vehiculo recibieron una
dosis de 100 pL de etanol al 50% i.v.

Determinacién del nivel de expresién de las subunidades del receptor NMDA.

Extraccion de RNA. En todo el procedimiento se utiliz6 material libre de
RNAsas, asi como material de plastico nuevo. Para el caso del material de vidrio y
material de diseccion, éste fue tratado durante 15 minutos con agua oxigenada
(H202) y posteriormente con agua tratada con dietil pirocarbonato (H20-DEPC; 1 mL-
DEPCI/Litro de agua) (Ver anexo Il). Se realiz6 una diseccion del cerebro y se extrajo
la corteza frontoparietal izquierda (aproximadamente 50 mg), la cual fue depositada
en un tubo eppendorf donde previamente se agregé un 1 mL de Trizol.

Posteriormente, se homogeniz6 mecanicamente y se adicionaron 200 pL de
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cloroformo, se agité e incubo a T.A. 2-3 minutos aproximadamente. Inmediatamente,
las muestras se centrifugaron a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C con la finalidad de
eliminar las proteinas y lipidos. La fase acuosa fue recuperada y se le agregaron 0.5
mL de isopropanol para precipitar el RNA. Posteriormente, se centrifugd durante 10
minutos a 12,000 x g a 4°C y se recupero el botén de RNA, el cual se resuspendié en
50 pL de H20-DEPC. La concentracion de RNA total fue determinada por
espectrofotometria a 260 nm. Posteriormente se sintetizO DNA complementario
(cDNA) a partir de 5 pg de RNA total empleando 1 puL de hexameros (2.5 uM/50 ng)
al azar y H20-DEPC en un volumen final de 11.5 pL. Dicha mezcla se incub6 durante
5 minutos a 65°C. En seguida se agreg6: amortiguador RT 5X, dNTP’s (10 mM c/u),
40 U/uL de RNAsin y 200 U/ pL de reverso transcriptasa M-MLV. La reaccion fue
incubada durante 1 h a 37°C. El cDNA se guardd en congelacion a -20 °C hasta su

uso (Ver anexo llI).

RT-PCR en tiempo real. Durante este procedimiento se utilizé un
termociclador 7500 Real Time PCR System de Applied Biosystems. El andlisis de la
expresion del RNA mensajero (MRNA) de las subunidades NR1, NR2A, NR2B y
NR3A del receptor NMDA de corteza se realiz6 empleando ensayos predisefiados de
Applied Biosystems, que contiene oligonucledtidos sentido y antisentido en
concentraciones no limitantes y sondas TagMan® especificos. Como control interno
del ensayo (control enddgeno) se determind la expresion del RNA ribosomal de la
subunidad 18S, utilizando una sonda TagMan®VIC. Todas las reacciones de PCR se
realizaron por duplicado. Se incluyé un control negativo sin cDNA (NTC). Las
condiciones de amplificacién fueron las recomendadas por el proveedor: 1 ciclo de
10 min. a 95°C, 40 ciclos de: 15 seg. a 95°C y 1 min. a 60°C. Se empled un detector
de PCR tiempo real (Termociclador 7500 Real Time PCR System de Applied
Biosystems). El analisis de los datos se realizé utilizando el método comparativo 2
AACT( jvak & Schmittgen, 2001). Se llevaron a cabo curvas de validacion (Ver anexo
V).

Pag. 16



Regulacién de la expresion del receptor NMDA por el resveratrol en isquemia cerebral in vivo

RESULTADOS Y DISCUSION.

Se ha descrito que diversas funciones celulares esenciales, tales como la
expresion de genes, estan fuertemente influenciadas por el equilibrio redox celular
(Valko et al., 2007). Asi mismo, estudios han demostrado que los antioxidantes, son
capaces de regular la transcripcion de diversos genes incrementando o

disminuyendo su expresion (Mohora et al., 2009).

En este contexto, en el presente trabajo nos propusimos determinar el efecto
del RSV, un polifenol natural con gran poder antioxidante (Gambini et al., 2011),
sobre la regulacion de la expresion de las subunidades del receptor NMDA durante
IC. Por lo tanto, es posible que la regulacién de dichas subunidades tenga un gran
impacto en la transmision sinaptica y en la supervivencia neuronal durante la I/R en

el area de penumbra, motivo central del desarrollo del trabajo.

Regulacion de la subunidad NR1 por el resveratrol en IC.

Dada la importancia que tiene la subunidad NR1 en el ensamble con
subunidades NR2/NR3 y el posterior transporte de receptores funcionales NMDA
hacia la membrana plasmatica (Wenthold et al., 2003), decidimos evaluar la

expresion de esta subunidad y determinar el efecto del RSV sobre la misma.

Nuestros resultados mostraron que 2 h I/ 2 h R inducen un incremento
significativo en la expresion del mMRNA de NR1 (6.49 + 5.96) con respecto al grupo
CT (1.44 + 1.32) (P < 0.03, Anova Tukey). La administracion de etanol y RSV indujo
una disminucion de la expresion de NR1 por debajo del nivel basal tanto en los
grupos control [CT/VH (0.40 £ 0.30); CT/RSV (0.31 + 0.03)], como en los sometidos a
I/R [I/R/VH (0.28 + 0.16) e I/R/RSV (0.76 = 0.43)]. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (P < 0.05, Anova Tukey) (Fig. 1).

Al evaluar a 2 h I/ 4 h R, encontramos que la expresion del mRNA de la

subunidad NR1 se mantiene elevada (6.00 + 2.57) con respecto al grupo CT (1.44 +

Pag. 17



Regulacién de la expresion del receptor NMDA por el resveratrol en isquemia cerebral in vivo

1.32) (P < 0.02, Anova Tukey). La administracion de etanol y RSV disminuyo la
expresion a su nivel basal tanto en los grupos control [CT/VH (1.8 + 0.5); CT/RSV
(2.0 £ 2.0)], como en los sometidos a I/R [I/R/VH (1.91 = 1.41); I/R/IRSV (1.97 £ 1.
78)]. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con etanol

y los tratados con RSV (Fig. 2).

Subunidad NR1 2hl/2hR

14
I [ 100 ul EtOH 50%

10 EE RSV 1 mg/Kg de peso i.v.

EXPRESION RELATIVA DE NR1/18S

O P N W M Ul O

CT CT/VH CT/RSV IIR I/RIVH IIRIRSV

Figura 1. Cuantificacion relativa de la expresién del mRNA de la subunidad NR1a2hl/2h
R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 2 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administrd al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetiz6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El analisis de los datos se
realizé utilizando el método comparativo 244CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT/VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacién quirdrgica sin oclusién de la arteria); I/R (isquemia/reperfusién); I/R/VH
(isquemia/reperfusién + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusiéon + resveratrol).

Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con etanol y RSV
disminuye la muerte neuronal a 24 h de R (Trejo Y., 2013). Por lo anterior, decidimos
evaluar el efecto del tratamiento en la expresion de NR1 a 2 h I/ 24 h. A diferencia de
lo que observamos a tiempos cortos de R (2 y 4 h), la expresiéon del mMRNA de NR1
regreso a su nivel basal (1.16 + 0.73). A éste tiempo, la administracion de etanol y
RSV no produjo un cambio significativo tanto en grupos control [CT/VH (2.3 = 1.7);
CT/RSV (3.3 £ 3.9)], como en los sometidos a I/R [I/R/VH (1.47 + 1.34); I/R/IRSV
(2.77 £ 1.30)], aunque se observa una tendencia de ambos compuestos a aumentar

la expresion (Fig. 3).
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En un estudio in vitro realizado por Gascon et al. (2005), demostraron que la
exposicién de neuronas corticales a concentraciones excitotoxicas de NMDA (2 h)
provoca una rapida, especifica e irreversible inhibicion de NR1 a nivel transcripcional,
la expresion del mMRNA de NR1 disminuyé aproximadamente un 41%, mientras que a
4 y 8 h la disminucion fue del 58 y 77% respectivamente. En el modelo de OACM
realizado en el mismo estudio, se observé una disminucion del mRNA de NR1 del 41
y 47 % a 2y 4 h de R respectivamente (Gascoén et al., 2005). Este estudio propone
gue esta disminucion de la subunidad NR1 podria formar parte de una respuesta
adaptativa de las neuronas para prevenir el dafio por excitotoxicidad en IC. NR1 ha
sido descrita como la subunidad obligatoria de todos los receptores NMDA, por lo
tanto, cualquier disminucion en su transcripcidn y traduccion, eventualmente
resultara en un numero menor de receptores NMDA presente en la membrana

postsinptica neuronal (Tan et al., 2009).

Subunidad NR1 2hl/4hR

14 EE 100 pL EtOH 50%

12 E RSV 1 mg/Kg de peso i.v.
10

[ee]
— %

EXPRESION RELATIVA DE NR1/18S
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CT CT/VH CT/RSV IIR I/R/IVH I/IRIRSV

Figura 2. Cuantificacion relativa de la expresion del mMRNA de la subunidad NR1a2h 1/ 4 h
R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 4 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administro al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetizO cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El analisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-2ACT. Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT/VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulaciéon quirdrgica sin oclusion de la arteria); I/R (isquemia/reperfusién); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

A diferencia de lo reportado por Gascon et al. 2005 en el estudio de IC in vivo,

nosotros observamos que 2 y 4 h de R inducen un incremento en la expresion del
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MRNA de la subunidad NR1 de entre 7 y 8 veces con respecto al grupo control. Esta
diferencia de resultados, podria deberse a las condiciones experimentales
empleadas, principalmente el tiempo de OACM al que fueron sometidos los
animales. En nuestro estudio, inducimos la IC por 2 h, mientras que Gascoén et al.
solo utiliza 1 h, es decir empleamos un estimulo mucho mas severo que
probablemente impida la activacion de mecanismos enddgenos de proteccion. Cabe
sefalar que el tiempo tanto de IC, como de R es determinante e influye directamente
en la activacion de vias de sefializacion: mientras que estimulos moderados inducen
vias de supervivencia (e.g. en el precondicionamiento isquémico), los estimulos

severos activan vias de muerte (Thompson et al., 2012).

El incremento en la expresion de la subunidad NR1 en respuesta a la IC
podria ser uno de los mecanismos por los cuales el receptor NMDA exhibe una
respuesta hiperactiva (sobreactivacion) a la estimulacion por glutamato en la fase
aguda de la excitotoxicidad (Tan et al., 2009). En nuestros resultados, el incremento
de NR1 observado a tiempos cortos de R, fue revertido con la administracion del

etanol y el RSV.

Estudios in vitro han demostrado que la exposicién aguda a etanol es capaz
de bloquear la excitotoxicidad inducida por el receptor NMDA al disminuir el flujo de
Ca?* a través de éste (Chandler et al., 1997). En nuestro estudio, las propiedades
antioxidantes del etanol podrian ser la explicacion del efecto observado sobre la
regulacion de la subunidad NR1. Respecto a lo anterior, en nuestro grupo de trabajo
se demostrd que el etanol es capaz de atrapar RL, entre ellos, el anién superoxido y

el radical peréxilo (Tornes-Reyes A., 2013).

Con los resultados obtenidos en éste trabajo, podemos sugerir que la
disminucién en la expresién del mMRNA de NR1 por el tratamiento con etanol, podria
tener un impacto sobre la funcionalidad del receptor NMDA, disminuyendo su
actividad (que en IC se encuentra elevada). Al no haber mensajero disponible para la

sintesis de la proteina NR1, podria prevenirse el ensamble de receptores NMDA
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funcionales (Chaffey & Chazot 2008). Sin embargo, es necesario evaluar el nivel de
proteina para poder determinar el impacto fisiologico.

Subunidad NR1 2hl/24 hR

14 1 100 puL EtOH 50%

12 B RSV 1 mg/Kg de peso i.v.
10
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e

CT CT/VH CT/RSV IIR I/IR/IVH I/IR IRSV

O R, N W h O
—

Figura 3. Cuantificacion relativa de la expresion del mRNA de la subunidad NR1a2h /24 h
R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (1), seguido de diferentes
tiempos 24 h de Reperfusion (R). El resveratrol se administro al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg
de peso i.v.; vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza
frontoparietal y se sintetiz6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El anélisis de
los datos se realizé utilizando el método comparativo 224CT, [os animales se dividieron en siete
grupos experimentales: CT (control); CT/VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol);
Sham (manipulacién quirargica sin oclusién de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

Regulacion de la subunidad NR2A por el resveratrol en IC.

El nivel en la produccion de ROS/RNS es determinante en la activacién de
vias de sefalizacion especificas. Se ha descrito que niveles moderados de estas
moléculas, pueden inducir la expresion de genes adaptativos (Hamanaka et al.,
2010). En este sentido, estudios han demostrado que los antioxidantes, moléculas
gue neutralizan las acciones de las ROS/RNS, son capaces de regular la expresion
de diversos genes, entre ellos, las subunidades del receptor NMDA (Malchiodi-Albedi
etal., 2011).

La subunidad NR2, es determinante en la diversidad funcional del receptor
NMDA, como la sensibilidad, conductancia, cinética de desactivacion y de-
sensibilizacion del receptor, influyendo directamente en la duracion de las corrientes

postsinapticas excitadoras (Mori et al., 1998; Sprengel et al., 1998). Se ha propuesto
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que la subunidad NR2A es capaz de activar vias de sefalizacidbn que promueven

supervivencia neuronal.

Por lo anterior, decidimos evaluar el efecto del RSV sobre la expresion de
NR2A en ratas sometidas a 2 h de IC, seguidas de 2, 4 y 24 h de R. Encontramos
que 2 h I/ 2 h R, inducen un incremento significativo en la expresion de NR2A (9.28 +
8.14) con respecto al grupo CT (1.44 = 1.32) (P < 0.01, Anova Tukey). La
administracion de etanol y RSV, disminuyo la expresion por debajo del nivel basal
tanto en grupos CT [CT/VH (0.56 = 0.43); CT/RSV (0.60 £ 0.16)], como en los
sometidos a I/R [I/R/VH (0.48 = 0.26) e I/R/RSV (0.85 = 0.28)]. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos (Fig. 4).

Subunidad NR2A2hl/2hR

14 * ™ 100 pL EtOH 50%
12 Bl RSV 1 mg/Kg de peso i.v.
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O L N Wb OO

CT CT/VH CT/RSV IIR I/R/VH I/IRIRSV

Figura. 4. Cuantificacion relativa de la expresién del mRNA de la subunidad NR2A a2 h I/ 2
h R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (l), seguido de 2 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administré al inicio de la reperfusién (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetiz6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El analisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-44CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT/VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacion quirdrgica sin oclusiébn de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

A 2 hl/ 4 h R, encontramos que la expresion de la subunidad NR2A se
mantiene elevada (11.05 + 3.23) con respecto al grupo CT (1.44 + 1.32) (P < 0.0001,
Anova Tukey). El tratamiento con etanol y RSV disminuyé este incremento en el
MRNA de NR2A a su nivel basal [I/R/VH (1.74 £ 1.10); I/R/RSV (3.24 £+ 2.13)]. En los
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grupos control, la expresion de NR2A mostré una tendencia a incrementar después
de la administracion de etanol y resveratrol [CT/VH (2.3 = 0.5); CT/RSV (2.9 + 2.7)].
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados

con etanol y los tratados con RSV, en condiciones normales, ni en I/R (Fig. 5).

Subunidad NR2A 2hl/4hR

14 * 100 pL EtOH50%

12 Bl RSV 1 mg/Kg de peso i.v.
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Figura. 5. Cuantificacion relativa de la expresién del mRNA de la subunidad NR2Aa2h 1/ 4
h R. Los animales de experimentacién fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 4 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administré al inicio de la reperfusién (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetiz6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El andlisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-44CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacién quirdrgica sin oclusiébn de la arteria); I/R (isquemia/reperfusién); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

De acuerdo a los experimentos realizados podemos determinar que las
subunidades NR1 y NR2A del receptor NMDA presentaron un perfil de expresion
similar al incrementarse su expresion en condiciones de I/R y disminuir con la
administracion de vehiculo y el RSV. Este comportamiento podria estar asociado a
su mecanismo de regulacién a nivel transcripcional, (i.e. ambas subunidades son
reguladas por factores de transcripcion de la familia Sp) (Bai & Hoffman 2009). Esta
familia de factores de transcripcion tiene una expresion ubicua, en su estructura
contiene un motivo de dedos de zinc mediante el cual se une directamente al ADN y
puede activar o reprimir la transcripcién de varios genes en respuesta a estimulos
fisioloégicos y patolégicos (Tan & Khachigian, 2009). Se sabe que la familia de

factores transcripcionales Sp se activa en presencia de estrés oxidativo (Ryu et al.,
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2003), condicion que en IC es persistente. Esta podria ser la razén por la cual se
favorece la expresion de ambas subunidades en la fase aguda de la I/R. Sin
embargo, a tiempos mas prolongados de R (24 h) se desconocen los mecanismos

gue se encuentran involucrados en la regulacién de ambas subunidades.

Por otra parte, debido a que la subunidad NR2A mostré un perfil de expresion
similar al de NR1, decidimos evaluar a 2 h 1/24 h R y observamos que su expresion
se encontraba a un nivel basal (1.15 + 0.39). La administracion de etanol mantuvo
éste nivel de expresion [CT/VH (1.16 = 0.62); I/R/VH (1.14 + 2.14)]. Un hallazgo muy
importante a este tiempo de I/R fue que la administracibn de RSV indujo un
incremento en el nivel de expresion de NR2A en condiciones normales y en I/R
[CT/RSV (2.54 + 2.71); IIR/IRSV (5.14 + 1.93) (P < 0.03, Anova Tukey)] (Fig. 6).

Subunidad NR2A 2hl/24 hR

144 [ 100 uL EtOH 50%

124 B RSV 1 mg/Kg de peso i.v.
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Figura. 6. Cuantificacioén relativa de la expresion del mRNA de la subunidad NR2A a2 h I/
24 h R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 24 h
de Reperfusion (R). El resveratrol se administrd al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetizd6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El andlisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-24CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacion quirdrgica sin oclusién de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

En un estudio realizado por Malchiodi-Albedi et al. (2011) se demostré que el
pre-tratamiento con curcumina (un compuesto polifendlico con capacidad

antioxidante) es capaz de aumentar el nivel de la proteina de la subunidad NR2A en
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cultivo primario de neuronas de retina e hipocampo expuestas a concentraciones
excitotoxicas de NMDA. Esta regulacion de la subunidad NR2A, modula
negativamente la actividad del receptor NMDA, disminuyendo la entrada de Ca?* a la
célula, lo que confiere un efecto protector contra la excitotoxicidad por glutamato. El
incremento de NR2A se observé a las 6 h del pre-tratamiento con curcumina
alcanzando su nivel méximo a las 24 h. Por lo observado en nuestros resultados, es
probable que el etanol y el RSV puedan ejercer un efecto similar a la curcumina a
tiempos largos de I/R; sin embargo, es necesario evaluar el nivel de proteina para

confirmarlo.

La importancia de la regulacion de NR2A por el etanol y RSV, reside en que
esta subunidad forma heterodimeros con subunidades NR1, los cuales se localizan
principalmente en regiones membranales sinapticas. Se ha descrito que la activacion
de los receptores sinapticos NR1/NR2A promueve vias de supervivencia neuronal,
dependientes de la activacion de CREB y de la expresion del BNDF (factor
neurotréfico derivado del cerebro) (Hardingham et al., 2002; Papadia et al., 2005).
Por lo tanto, es posible que la administracion del etanol/RSV al inducir la
sobreexpresion de la subunidad NR2A, favorezca el ensamble de receptores
NR1/NR2A, con lo cual se regularia la entrada de Ca?* a la neurona. Sin embargo, la
regulacion de la expresion del mMRNA de NR2A desde tiempos cortos de I/R (i.e. 2y 4
h) por parte del tratamiento con etanol/RSV resultaria muy importante para prevenir

el dafio neuronal durante esta etapa critica.

Regulacion de la subunidad NR2B por el resveratrol en IC.

La subunidad NR2B del receptor NMDA, se localizan predominantemente en
sitios extrasinapticos (Tovar & Westbrook, 1999; Brickley et al.,, 2003), esta
caracteristica Unica permite que estos receptores sean estimulados debido a la salida
excesiva (desbordamiento extrasinaptico) de glutamato en el cerebro durante IC
(Drejer et al., 1985; Rossi et al., 2000). Los receptores NMDA extrasinapticos activan
vias de sefalizacion que inducen la muerte neuronal durante la IC (Finkbeiner, 2000;
Hardingham et al., 2002, Takasu et al., 2002; Liu et al, 2007). En un estudio realizado
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por Tu et al.,, (2009), demostraron que la proteina cinasa 1 asociada a muerte
(DAPK1 por sus siglas en inglés) es activada en IC y se une a la subunidad NR2B
de receptores NR1/NR2B extrasinapticos via su extremo C-terminal y la fosforila en
Ser-1303. Esta interaccion provoca un incremento en la conductancia a través de
estos receptores, que conlleva a un influjo masivo de Ca?*, condicién que resulta en

una muerte neuronal irreversible.

Debido a las propiedades que se le han atribuido a esta subunidad como
mediador importante de dafio en IC (Hardingham et al., 2010), es importante evaluar

su expresion y el efecto del RSV sobre la misma.
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Figura. 7. Cuantificacion relativa de la expresién del mRNA de la subunidad NR2B a2 h I/ 2
h R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (1), seguido de 2 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administr6 al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetizd cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El andlisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-2ACT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulaciéon quirdrgica sin oclusion de la arteria); I/R (isquemia/reperfusién); I/R/VH
(isquemia/reperfusién + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

Al llevar a cabo los experimentos, encontramos que 2 h I/2 h R inducen un
incremento significativo en la expresiéon del mRNA de la subunidad NR2B (8.34 +
4.08) con respecto al grupo control (1.66 + 1.36) (P < 0.0001, Anova Tukey). La
administracion de etanol y RSV previno este incremento disminuyendo la expresion
por debajo del nivel basal en grupos control [CT/VH (0.56 + 0.60); CT/RSV (0.31 +
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0.11)] y en los sometidos a I/R [I/R/VH (0.34 + 0.30); I/R/RSV (0.68 £ 0.60)]. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos administrados con etanol y

RSV, en condiciones normales y en I/R (Fig. 7).

Al evaluar a 2 h I/4 h R, el nivel de expresion del mRNA de la subunidad NR2B
se encontr6 por debajo de su nivel basal (0.38 + 0.04) con respecto al grupo CT (1.02
+ 0.07). En los grupos control, la administracion de etanol y RSV disminuyo la
expresion de NR2B por debajo del nivel basal [CT/VH (0.16 + 0.02); CT/RSV (0.09 +
0.01)]. Mientras que la administracion del etanol en el grupo sometido a I/R
incrementd la expresion de NR2B dos veces con respecto al control [I/R/VH (2.19 +
0.08) (P < 0.0001, Anova Tukey)]. La administracién del RSV disminuyé el nivel de la
expresion del mRNA de la subunidad NR2B por debajo del nivel basal en el grupo
sometido a I/R [I/R/RSV (0.12 = 0.01)] (Fig. 8).

Subunidad NR2B 2h /4 hR

=
H
L

3 100 pL EtOH 50%
Bl RSV 1 mg/Kg de peso i.v.

= e
® O N
L1 1

6 -
54
4
34
24

I T

CT CT/IVH  CT/RSV IR I/RIVH I/IRIRSV

EXPRESION RELATIVA DE NR2B/18S

Figura 8. Cuantificacion relativa de la expresién del mMRNA de la subunidad NR2B a2 h I/ 4
h R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (l), seguido de 4 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administré al inicio de la reperfusién (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetizd6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El andlisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-24CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacion quirdrgica sin oclusiébn de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemial/reperfusion + resveratrol).

De acuerdo a lo reportado por Liu et al., (2010), el nivel de expresion del

MRNA de NR2B se incrementa durante las primeras horas de la IC y posteriormente
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va disminuyendo hasta llegar a su nivel basal. Nuestros resultados mostraron que el
tratamiento con etanol/RSV es capaz de disminuir la expresion de esta subunidad
desde la 2 h de I/R, lo cual podria prevenir el ensamble de receptores NR1/NR2B

gue se han asociado a la activacion de vias que desencadenan la muerte neuronal.

Por otra parte, a 24 h de R, la expresion del mRNA de la subunidad NR2B se
mantuvo cercana al nivel basal (3.4 £ 0.7). La administracién de etanol y RSV indujo
un incremento en la expresiéon de NR2B en los grupos control y en los sometidos a
/IR [CT/IVH (4.9 = 2.9); CT/RSV (5.5 = 3.0)]. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos I/R/VH (9.1 + 4.16) e I/R/RSV (4.4 £ 1.1) (Fig. 9).
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Figura 9. Cuantificacién relativa de la expresién del mMRNA de la subunidad NR2B a2 h I/ 24
h R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 24 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administrd al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetizd cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El andlisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-2ACT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacion quirdrgica sin oclusiébn de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

Regulacion de la subunidad NR3A por el resveratrol en IC.

Por dltimo, evaluamos el efecto del RSV y el EtOH-50% sobre el nivel de
expresion de la subunidad NR3A del receptor NMDA, debido a que se ha
demostrado que la incorporacion de esta subunidad en sistemas de expresion

heter6logos y en sistemas bioldgicos confiere un efecto protector en IC tanto in vitro
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como in vivo (Nakanishi et al.,, 2009). Cabe sefalar que la expresiéon de esta
subunidad en corteza cerebral adulta es muy baja, sin embargo su expresion es

persistente en neuronas de retina en adultos (Wong et al., 2002).

Determinamos la expresion del mRNA de la subunidad NR3A en ratas
sometidas a 2 h I/ 2 h R 'y encontramos un nivel de expresion cercano al basal (0.18
+ 0.08), grupo CT (1.0 = 0.1). La administracion de etanol y RSV indujo un
incremento significativo de NR3A tanto en grupos control [CT/VH (2.0 £ 0.7); CT/RSV
(6.6 £ 1.7)], como en los sometidos a I/R [I/R/VH (7.1 £ 2.9); I/R/RSV (5.9 £ 0.5) (P <
0.0001, Anova Tukey)] (Fig. 10).
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Figura 10. Cuantificacion relativa de la expresion del mRNA de la subunidad NR3Aa2h I/ 2
h R. Los animales de experimentacién fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 2 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administré al inicio de la reperfusién (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetizd6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El andlisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-24CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacion quirdrgica sin oclusiébn de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

A2 hl/4hR, observamos la expresion del mRNA de la subunidad NR3A por
debajo del nivel basal (0.4 + 0.1), grupo CT (1.0 £ 0.0). La administracion de etanol y
RSV disminuy6 la expresion de NR3A por debajo del nivel basal en los grupos CT
[CT/VH (0.1 £ 0.0); CT/RSV (0.1 £ 0.0)]. En el grupo sometido a I/R, la administracion
de etanol, indujo un incremento en el nivel de MRNA de NR3A [I/R/VH(1.8 + 0.2)],
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mientras que la administraciéon de RSV disminuyo la expresion por debajo del nivel
basal [I/R/RSV (0.1 £ 0.1)] (Fig. 11).
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Figura 11. Cuantificacion relativa de la expresion del mRNA de la subunidad NR3Aa2h 1/ 4
h R. Los animales de experimentacién fueron sometidos a 2 h de isquemia (I), seguido de 4 h de
Reperfusion (R). El resveratrol se administré al inicio de la reperfusién (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetiz6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El analisis de los datos se
realiz6 utilizando el método comparativo 2-44CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacién quirdrgica sin oclusiébn de la arteria); I/R (isquemia/reperfusién); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

Por otra parte, a 2 h I/ 24 h R, observamos un incremento significativo en la
expresion del mRNA de NR3A (5.68 + 2.52) con respecto al grupo CT (1.09 £ 0.09)
(P < 0.0001, Anova Tukey). En los grupos control, la administracion de etanol y RSV
indujo un incremento en la expresién de esta subunidad [CT/VH (7.65 = 0.43);
CT/RSV (8.63 + 2.00)]. Mientras tanto, en los grupos sometidos a I/R, el tratamiento
con etanol y RSV mantuvo el incremento en la expresion de NR3A, sin que se
observen diferencias significativas entre ambos grupos [I/R/VH (11.22 + 1.08) e
IIRIRSV (9.74 + 2.51)] (Fig. 12).
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Figura 12. Cuantificacion relativa de la expresion del mRNA de la subunidad NR3Aa2h I/
24 h R. Los animales de experimentacion fueron sometidos a 2 h de isquemia (l), seguido de 24
h de Reperfusion (R). El resveratrol se administré al inicio de la reperfusion (1 mg/Kg de peso i.v.;
vehiculo EtOH al 50%). Los animales se decapitaron, se obtuvo RNA de la corteza frontoparietal
y se sintetiz6 cDNA para realizar ensayos de RT-PCR en tiempo real. El analisis de los datos se
realizé utilizando el método comparativo 2-42CT, Los animales se dividieron en siete grupos
experimentales: CT (control); CT + VH (control + vehiculo); CT/RSV (control + resveratrol); Sham
(manipulacién quirGrgica sin oclusion de la arteria); I/R (isquemia/reperfusion); I/R/VH
(isquemia/reperfusion + vehiculo) e I/R/RSV (isquemia/reperfusion + resveratrol).

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con etanol y RSV indujo un
incremento en la expresion de la subunidad NR3A desde tiempos cortos de I/R. En
diversos estudios se ha descrito que la sobreexpresion de esta subunidad esta
asociada a neuroproteccién ya que disminuye la neurotransmisién a través del
receptor NMDA. Debido a que el influjo de Ca?* a través del receptor NMDA media la
neurodegeneracién excitotoxica, se ha postulado que la subunidad NR3A podria
actuar como molécula inhibidora en éste proceso (Das et al., 1998). Reportes apoyan
el efecto del etanol observado en nuestro trabajo (Collins et al., 2009). Asi mismo,
estudios epidemioldgicos establecen que el consumo de alcohol leve y moderado
(una o dos copas al dia) se asocia con un riesgo menor de enfermedad cardiaca
coronaria, incluyendo enfermedad isquémica del corazon, cardiomiopatia, diabetes y
accidente cerebrovascular (Zakhari et al., 1999). Lo anterior coincide con el efecto
protector del etanol y el RSV observado en I/R, dénde su administracion al inicio de

la R, es capaz de prevenir la muerte neuronal (Trejo-Quifiones Y., 2013).
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El efecto protector del etanol y RSV podria estar asociado a su capacidad para
disminuir la funcion del receptor NMDA, asi como también la de inhibir la liberacion
de aminoacidos excitadores y eliminar radicales libres. Asi mismo, se ha descrito que
el etanol inhibe la corriente de iones activadas por el receptor NMDA, evitando asi la

excitotoxicidad inducida por éste (Gao et al., 2006; Liao et al., 2003).

Por ultimo, la disminucién de las subunidades NR1, NR2A y NR2B inducida
por el etanol y el RSV desde tiempo cortos de R, podria regular el ensamble de
receptores NMDA, provocando una disminucién en el ndamero de receptores
localizados en la membrana plasmatica después de la I/R. Adicionalmente, la
sobrexpresion de subunidades NR2A y NR3A debido al tratamiento con etanol y RSV
después de la I/R podria tener un efecto protector ya que la formacidén de receptores
que incluyen cualquiera de esas subunidades favorece la disminucién de las

corrientes de Ca?* en la neurona.

CONCLUSIONES.

En este trabajo encontramos que el tratamiento con etanol y RSV regula el
nivel de expresion del mensajero de las subunidades NR1, NR2A, NR2B y NR3A del
receptor NMDA en un modelo de IC in vivo. Estos resultados en conjunto, sugieren
una participacién del etanol y el RSV como reguladores de la expresion del receptor
NMDA.

Las perspectivas del presente trabajo, estaran encaminadas a definir el efecto
protector de ambos compuestos, mediante el analisis a nivel de proteina y a nivel
funcional. Ademas, es necesario evaluar el efecto del RSV empleando otro vehiculo,
debido a que las propiedades antioxidantes del etanol y su efecto observado en la

regulacion de las subunidades del receptor NMDA enmascaran su posible efecto.
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ANEXOS.

|. Administracion del RSV.

Se prepard una solucion Stock a una concentracion de 10 mg/mL en etanol al 100%.

La dosis de RSV utilizada para las ratas fue de 1 mg/Kg.

1 mg RSV--- 1000 gr peso

Xi--- 350 gr peso de la rata

X1= 0.35 mg de RSV para una rata de 350 gr.

* Para preparara la solucién stock se consideré el peso de la ratas a las que se va a
administrar el RSV: 15 ratas de un peso aprox. De 350 g, entonces multiplicamos, 0.35 mg x
15 ratas = 5.2 mg (que se toman del frasco original) y que se diluyen en 525 pL de etanol al
100% para obtener una concentracion final de 10 mg/mL. Una vez preparado, el stock

permanecio a 4°C protegido de la luz hasta su uso.

El peso de las ratas utilizadas fue de aproximadamente 350 g, por lo que calculamos

cuantos pL de solucion stock de RSV necesitdbamos para inyectar la dosis de 1 mg/Kg:

Dado que: el stock esta a 10 mg/mL.:

10 mg de RSV--- 1 mL
0.35 mg de RSV--- X»

Xo= 0.035 mL del stock del stock de RSV por rata **

** L os 0.035 mL del stock se encuentran en etanol al 100%, sin embargo, se deben
administrar en etanol al 50%, para cumplir con esto, agregamos un volumen similar de H>O
bidestilada (H20-bd) (35 pL). El volumen final que inyectamos a las ratas fueron 100 pL, por
lo tanto agregamos el volumen restante de etanol al 50%, (esto es 30 pL) para no alterar la
concentracion final de etanol. Por Ultimo, como vehiculo utilizamos etanol a una

concentracion de 50%.
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Il. Preparacién de H20-DEPC.

El RNA es por lo general mas sensible que el DNA a la degradacion por nucleasas.
Las nucleasas que actian especificamente sobre el RNA, las RNAsas, son abundantes en las
muestras bioldgicas y también estan presentes en las manos y en general por toda la
superficie de nuestros cuerpos, por lo tanto, es necesario utilizar inhibidores de RNAsas a la

hora de extraer RNA.

El DEPC (dietil pirocarbonato) es un inhibidor de RNAsss. Su presentacion consta de una
solucién clara que tiene que afiadirse al H,O Milli-Q 6 bidestilada a una concentracion final
de 0.1%. Tras ello, se deja una noche agitando para que se mezcle perfectamente y

posteriormente, y antes de usarlo, se esteriliza a 120 ° C durante 20-30 minutos.

1 mL de DEPC se agrega a 1 L de H,O Milli-Q/Bidestilada. Homogeneizar durante toda la

noche a T ambiente y posteriormente esterilizar a 120 ° C durante 20-30 minutos.

[1l. Purificacion de RNA por el método de TRIzol ®.

Importante: Para tejidos se debe utilizar un homogenizador libore de RNAsas (tratado
durante 15 minutos con agua oxigenada (H20-) y posteriormente con agua tratada con dietil

pirocarbonato (H.0-DEPC; 1 mL/Litro de agua). Usar guantes. Etanol al 75% en H,O-DEPC.

1. Se realiza una diseccién del cerebro y se extrae la corteza frontoparietal izquierda
(aproximadamente 50 ug), la cual es depositada en un tubo eppendorf donde
previamente se agrega 1 mL de Trizol, posteriormente se homogeniza
mecanicamente empleando un pistilo de teflon (10 golpes en promedio).

2. Se adicionan 200 pL de cloroformo por cada mL de TRIzol y se agita vigorosamente
en el vortex por 15 segundos, se incuban a T.A. 2-3 minutos aproximadamente.
Inmediatamente, las muestras se centrifugan a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C con

la finalidad de eliminar las proteinas y lipidos.
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Una vez que se obtiene la fase acuosa que contiene el RNA, esta debe transferirse a
un tubo limpio y se agregan 0.5 mL de isopropanol por cada mL de TRIzol y se
mezclan. En éste paso, las muestras se dejan incubando durante toda la noche a
4°C.

Continuando con la técnica, se centrifugan durante 10 minutos a 12,000 x g a 4°C y
después se elimina el sobrenadante con pipeta y con cuidado para obtener el boton
de RNA.

Una vez obtenido el boton de RNA, éste se lava posteriormente con 1mL de etanol al
75% (en H,O-DEPC), mezclar en el vortex y centrifugar a 7,500 x g a 4°C durante 5
minutos.

Eliminar el sobrenadante dejar secar el botén de RNA a T.A. Finalmente se disuelve
el RNA en 50 uL de H20O-DEPC. El RNA disuelto se utiliza ese mismo dia. Mantener

el RNA a 4°C.

Utilizar el RNA disuelto en agua ese mismo dia. El que ya no se utilice se guarda de
-20 a -80 °C pero se le agrega 11 L de acetato de sodio y 700 pL de etanol absoluto

por cada 50 pL de RNA en agua.

Nota: El RNA en etanol al 75 % puede guardarse durante una semana de 2-8 °C o durante

un afio a -5 a -20 °C. Para recuperarlo se centrifuga a 7,500 x g durante 5 min a 4 °C y se

continta en el paso 6.

IV. Curva de Validacion para el método comparativo 24ACT.

Realizamos la cuantificacion relativa de la expresion génica utilizando el método AACT

(Livack and Schmittgen, 2001), en la que se compard la expresién de los genes de estudio

(blanco) entre diferentes muestras y se normalizd respecto a la expresion de un gen

constitutivo cuya expresion no varia en las condiciones del experimento (control endégeno).
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Para utilizar el método fue necesario determinar que la eficiencia de amplificacion del gen
blanco y del control enddgeno es similar. Se realizé una curva de validacion utilizando una
serie de diluciones (1:20, 1:40, 1: 80, 1:60) que se amplificaron tanto para el gen blanco
como para el gen endodgeno. Posteriormente se compararon los CT (numero de ciclos que
son necesarios para que cada curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia) del gen
blanco y los del gen de referencia (Cr gen blanco-Cr control endégeno= ACy) en cada
muestra. Los valores ACy se graficaron en el eje y contra la concentracién en cada una de las
diluciones en el eje x, la pendiente de la recta obtenida debe ser menor o igual a 0.1 para

que el método sea valido.

En la siguiente tabla observamos los valores obtenidos de la amplificacion y la diferencia

entre los CTs del gen enddégeno menos el gen blanco, en éste caso 18S y NR2A

respectivamente.
Dilucion | 9992 | cr18s | cTnRea || OCT
18S
0.025 -1.60 18.9 25.9 7
0.0125 -1.90 19.9 27.1 7.2
0.00625 -2.20 20.8 28.1 7.3

Enseguida se muestran graficados los valores que obtuvimos:

NMDA-NR2A
y =-0.4983x + 6.2184
\ R? = 0.9643
S \\ A =—@=—"Seriesl
\ - , ——Lineal (Series1)
-2:50 -2.IOO -1.:50 -I.IOO -O.ISO UJJO.OO
log[ ]
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Graficas de amplificacion, donde podemos observar los triplicados.
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Importante: Se realizé el mismo procedimiento para los diferentes genes analizados en esta tesis.

No observamos amplificacion de la subunidad NR3B.

Pég. 43



