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Resumen

La isquemia cerebral resulta de la oclusion de una arteria cerebral importante. La disminucion del flujo sanguineo
cerebral restringe el suministro de oxigeno y glucosa disminuyendo el metabolismo energético de la célula. La pérdi-
da neuronal puede prevenirse al modular la funciéon mitocondrial y el estado energético celular. El resveratrol [RSV]
aumenta la funcidon mitocondrial a través de mecanismos estrechamente asociados con el metabolismo de la glucosa y
la activacion de vias de generacion de ATP, en las que esta involucrada la cinasa activada por AMP (AMPK). En
modelos in vivo se ha observado que el RSV previene el dafio mitocondrial. Evaluamos si el tratamiento con RSV
regula la fosforilacion de AMPK en isquemia cerebral. Ratas macho Wistar (250 a 350 gr.), fueron sometidas a oclu-
sion de la arteria cerebral media (OACM) durante 2 horas. Una dosis de RSV (1mg/kg; i.v.) diluido en etanol al 50%,
se administro al inicio de la reperfusion [R]. Las ratas se sacrificaron a diferentes tiempos de R (0, 15, 30, 60 y 120
minutos). Los niveles de AMPK total y pAMPK fueron evaluados por Western Blot en corteza frontopariental. La R
provocd un aumento en los niveles de pAMPK después de 15 min y alcanzd un nivel maximo a los 120 min. E1 RSV
aument6 los niveles de pAMPK en los grupos sometidos a MCAO con y sin R. En el grupo tratado con RSV se ob-
servo un incremento maximo a los 60 min de R y se mantuvo hasta los 120 min. El RSV reduce el dafio neuronal
inducido por la isquemia y su mecanismo de accion podria estar asociado a la activacion de la AMPK, es posible que
en nuestro modelo el RSV este activando un mecanismo similar que favorezca la supervivencia neuronal.
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Abstract

Cerebral ischemia results from occlusion of an important cerebral artery. Decreased cerebral blood flow restricts
the supply of oxygen and glucose by lowering the energetic metabolism of the cell. Neuronal loss can be prevented by
modulating mitochondrial function and cellular energy status. Resveratrol [RSV] enhances mitochondrial function
through mechanisms closely associated with glucose metabolism and the activation of ATP generation pathways, in
which AMP-activated kinase (AMPK) is involved. In in vivo models it has been observed that RSV prevents mito-
chondrial damage. We evaluated whether RSV treatment regulates AMPK phosphorylation in cerebral ischemia. Male
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Wistar rats (250 to 350 g) were subjected to occlusion of the middle cerebral artery (CCAM) for 2 hours. A dose of
RSV (Img/ kg; i.v.) diluted in 50% ethanol was given at the start of reperfusion [R]. Rats were sacrificed at different
R times (0, 15, 30, 60 and 120 minutes). Total AMPK and pAMPK levels were evaluated by Western Blot in fronto-
environmental crust. The R caused an increase in pAMPK levels after 15 min and peaked at 120 min. RSV increased
pAMPK levels in the MCAO groups with and without R. In the group treated with RSV a maximal increase was
observed at 60 min of R and maintained until 120 min. RSV reduces neuronal damage induced by ischemia and its
mechanism of action may be associated with the activation of AMPK, it is possible that in our model the RSV is acti-

vating a similar mechanism that favors neuronal survival.
Keywords: cerebral ischemia, resveratrol, AMPK

Introduccion

La isquemia cerebral [IC] resulta de la reduccion del
flujo sanguineo cerebral [FSC], por un trombo en una arte-
ria cerebral importante. Para recuperar la funcién neuronal,
es determinante un rapido retorno del FSC o reperfusion,
paraddjicamente, su restablecimiento tiene consecuencias
que terminan agravando la lesion cerebral (Dirnagl, Lade-
cola y Moskowitz, 1999). Este proceso de isquemia/
reperfusion [I/R], desencadena una secuencia de fendome-
nos moleculares que pueden inducir la muerte celular por
diversos mecanismos, entre ellos la falla energética asocia-
da a la disminucion de la produccion de ATP [Adenosin
trifosfato] (Dirnagl et al., 1999; Rovegno, Soto, Saez y von
Bernhardi, 2012). Durante la isquemia se obstaculiza la
funciéon mitocondrial, provocando un déficit en los niveles
energéticos de la célula y un incremento en la produccion
de radicales libres (Nicholls y Ward, 2000). La proteina
quinasa activada por AMP [AMPK] es una enzima que
regula algunos procesos metabolicos durante condiciones
energéticas anormales, se activa alostericamente por AMP,
sin embargo necesita ser fosforilada para su completa acti-
vacion, una vez activada inhibe vias que consumen energia
y activa vias que producen ATP (Li y McCullough., 2010;
Hardie, 2011). En neuronas, incrementa la produccion de
lactato como fuente alterna de energia (Li y McCullough.,
2010). Ademas, facilita la translocacion del trasportador
GLUT-3 a la membrana plasmatica, incrementando la cap-
tacion de glucosa y su metabolismo, lo que resulta en un
incremento en la produccion de ATP (Kuramoto, Wilkins,
Fairfax, Revilla-Sanchez, Terunuma, Tamaki, Iemata, Wa-
rren, et al., 2007; Weisova, Concannon, Devocelle, Prehn y
Ward, 2009). Se ha observado que la activacion de AMPK
con  S-aminoi-midazole-4carboxamida  ribonucleosido
[AICAR] incrementa la supervivencia en un cultivo de
neuronas de hipocampo sometidos a insultos metabolicos y
excitotoxicos y disminuye la muerte celular en ratas con
isquemia cerebral global (Culmsee, Monnig, Kemp y
Mattson, 2001). Asi mismo, la inhibiciéon de AMPK por el
compuesto C, reduce la viabilidad de cultivo primario de
neuronas corticales en condiciones fisiologicas de oxigeno
y glucosa (Culmsee et al., 2001).

Por otro lado, antioxidantes como el resveratrol, redu-
cen parcialmente el dafio neuronal inducido por la IC y la
reperfusion [R] (Baur y Sinclair., 2006). Se ha reportado
que dosis moderadas de RSV activan a AMPK y estimulan
la funcion mitocondrial tanto in vivo como in vitro, incre-
menta la activacion de AMPK de la misma manera que lo
hace AICAR e induce la biogénesis mitocondrial activando
la proteina LKB1. Estos resultados sugieren que la activa-

cion neuronal de AMPK influye en la homeostasis energé-
tica y contribuye al efecto neuroprotector del resveratrol
(Dasgupta y Milbrand, 2007; Hardie, 2011; Price, Gomes,
Ling, Duarte, Martin-Montalvo, North, Agarwal, et al.,
2012). Por lo tanto, en el presente trabajo se decidié eva-
luar si el resveratrol regula la fosforilacion de AMPK en
ratas sometidas a isquemia cerebral transitoria.

Materiales y métodos

Animales de Laboratorio.

Se utilizaron ratas machos Wistar (280-350 gr.) propor-
cionados por el bioterio del Instituto Nacional de Neurolo-
gia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Los anima-
les fueron colocados en jaulas de acrilico con libre acceso
a agua y alimento. Durante el estudio las ratas fueron man-
tenidas bajo condiciones constantes de temperatura, hume-
dad y luz (12 horas luz/oscuridad). Todos los experimentos
con animales fueron realizados de acuerdo a las reglas de
uso y manejo de animales establecido por la Norma Oficial
Mexicana para la Produccién, Cuidado y Uso de los Ani-
males de Laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y a los prin-
cipios éticos para las investigaciones médicas descritos por
Helsinki y sus enmiendas (Asociacion Médica Mundial).

Diserio experimental para el modelo in vivo de Isquemia
cerebral.

Los animales fueron divididos aleatoriamente en los
diferentes grupos experimentales (n= 4), Sham (Sh), con-
trol [CT], control con resveratrol [RSV], control con
vehiculo [Vh], isquemia/ reperfusion [I/R], I/R+RSV e I/
R+Vh. Y para cada analisis se usaron grupos independien-
tes. Las ratas fueron sometidas a IC, mediante oclusion de
la arteria cerebral media [MCAO] durante 2 h, posterior-
mente se realizé R y fueron sacrificadas a diferentes tiem-
pos (0, 15, 30,60 y 120 min). Las ratas fueron decapitadas
y se disecciono el cerebro para extraer la corteza frontopa-
rietal, la cual fue analizada en ensayos de Western Blot.

Modelo experimental de isquemia cerebral inducido
por la oclusion de la arteria cerebral media [OACM].

La IC focal transitoria fue producida por la OACM.
Los animales fueron anestesiados con isofluorano al 2%.
La bifurcacion de la carotida cervical fue expuesta a través
de una incision en el cuello. Posteriormente, un monofila-
mento de nylon fue introducido a través de la arteria caroti-
da proximal externa hasta el interior de la arteria carotida
(aproximadamente 17 mm); en este punto el filamento
ocluye el origen de la arteria cerebral media. Después de 2
h, el filamento fue retirado para permitir la reperfusion. El
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FOSFORILACION DE AMPK EN ISQUEMIA-REPERFUSION.
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Figura 1. Efecto de la isquemia y la reperfusion en la fosforilacion de AMPK. Western Blot representativo de los cambios
en los niveles de pAMPK; se observa un incremento gradual de los niveles de pAMPK que parece ser dependiente de la R
y de la duracion de la misma (A). Cuantificacion del las bandas observadas en el Western Blot (B), se observa que
PAMPK incrementa a partir de los 15 min de R y el incremento es proporcional al tiempo de R alcanzando un pico maxi-

mo a los 60 min (100%).

grupo Sham fue sometido al mismo procedimiento que el
grupo con I/R pero sin introducir el monofilamento de
nylon.

Tratamientos.

Las ratas fueron tratadas al inicio de R. Se aplico una
dosis de 1 mg/kg de RSV por via intravenosa (vena cocci-
gea, localizada en la cola de la rata). Se utilizd una solu-
cién de RSV de 5 mM en 96% de etanol, para su adminis-
tracion se diluyo en etanol al 50% (100uM). Los grupos
tratados con vehiculo recibieron una dosis de 100 uM de
etanol al 96% i.v.

Evaluacion del nivel de fosforilacion de AMPK por Wes-
tern Blot.

Las muestras (200 pg de proteina) se separaron por
peso molecular en geles desnaturalizantes de poliacrilami-
da al 10%, durante 1 h a 100 voltios. Las proteinas fueron
electrotransferidas (350 mA) a membranas de nitrocelulo-
sa durante 1 h. La membrana fue bloqueada con leche des-
cremada al 5% en TBS. Las membranas se incubaron con
los anticuerpos primarios (anti-AMPKa 1:1000, Cell Sig-
naling Technology, catdlogo 2532), (anti Phospho-
AMPKa (Thr172) 1:1000, catalogo 2531) durante toda la
noche a 4°C. Las membranas se lavaron 5 veces con 25
mL de Tris Buffered Saline with Tween [TBST] (0.1%)
durante 5 min., cada uno en agitacion y a temperatura (T°)
ambiente. Las membranas fueron incubadas con el anti-
cuerpo secundario IgG anti-Rabbit conjugado con peroxi-
dasa (1:15 000, Jackson inmunoResearch) 2 horas a T°
ambiente en agitacion. Las membranas fueron lavadas 5
veces con 25 mL de TBST (0.1%) durante 5 min. La sefial
especifica se revel6 por quimioluminiscencia (Millipore).

Analisis de datos.

Los datos se expresan como media + desviacion estan-
dar. Los datos crudos se analizaron por analisis de varianza
de una sola via (ANOVA), donde los valores con un valor
de p <0.05 seran considerados estadisticamente significati-
vos.

Resultados preliminares

La AMPK total se mantuvo constante durante la
MCAO vy la reperfusion aun con tratamiento de RSV
(véase figura 1 y 2). Sin embargo, se observé un aumento
en los niveles de la pAMPK. La reperfusiéon provocod un
aumento en los niveles de pAMPK en un 30% después de
15 min y alcanz6 un nivel maximo después de 60 min con
un incremento del 100% (ambos en comparacion con el
control; véase figura 1).

Se observé que el RSV incrementd los niveles de
pAMPK en los grupos sometidos a MCAO con y sin reper-
fusion. En el grupo con MCAO sin reperfusion se observo
un incremento del 181.66 %, asi mismo en aquellos con
reperfusion se observo un incremento del 207.62% a partir
de los 15 min de R y el pico de fosforilacion de AMPK se
observéd a los 60 min de reperfusion con un aumento de
322.53%, el cual se mantuvo hasta los 120 min de reperfu-
sion. Todos fueron comparados con el control (véase figu-
ra 2).

Discusion y conclusiones

In vivo se ha demostrado la activacion de AMPK en
isquemia y se cree que puede estar funcionando como una
manera autéonoma de la célula para recuperar su balance
energético (Li, Zeng, Viollet, Ronnett yMcCullough
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Figura 2. Efecto del RSV en la fosforilacion de AMPK. Western Blot de los niveles de AMPK total y pAMPK (A), el
RSV (Img/kg; i.v.) incrementa los niveles de pAMPK en el grupo con OACM (181.66%), a partir de los 15 min de R se
va incrementando de manera proporcional a la R y al tiempo de duracién de la misma alcanzando su nivel maximo a los
60 min (322.53%) como se observa en el analisis cuantitativo (B).

2007). Los resultados preliminares en este estudio mues-
tran que después de 2 h de MCAO no hay un incremento
en los niveles totales de AMPK, lo que coincide con repor-
tes donde no observaron cambios de AMPK total después
de 2 h de MCAO en ratones (McCullough, Zeng, Hong,
Landree, McFadden, y Ronnett, 2005). Nuestros resultados
indican que el proceso isquémico incrementa la fosforila-
cion de AMPK, a partir de los 15 min de R, y que aumenta
con respecto al tiempo, esto podria ser debido a que en la
célula se activan vias de supervivencia que incrementan el
metabolismo energético, en la cual participa la AMPK
(Culmsee et al., 2001; McCullough et al., 2005; Li, Zeng,
Viollet, Ronnett y McCullough, 2007; Li y McCullough.,
2010). Observamos un pico de fosforilacion a los 60 min
que se mantiene hasta los 120 min de R. Estos resultados
son similares a los obtenidos en otros grupos de trabajo. In
vivo con ratones sometidos a 2 h de MCAO se observo un
incremento en la fosforilacion de AMPK después de 90
min, que fue estable hasta por 24 h (McCullough et al.,
2005). En modelos in vitro donde se ha realizado privacion
de oxigeno y glucosa [OGD] se han observado incremen-
tos importantes en la fosforilacion de AMPK después de 2
h de OGD estables hasta por 6 h, en otros se reporta que
después de exponer cultivos celulares a excitotoxicidad por
glutamato, se ha observado un incremento en los niveles
de AMP que activa a AMPK por tiempos prolongados
(McCullough et al., 2005; Weisova et al., 2009).

El RSV ha demostrado tener efectos citoprotectores
relacionados con la regulacion de vias involucradas con el
metabolismo energético y la funcion mitocondrial (Breen,
Sanli, Giacca y Tsiani, 2008; Price et al., 2012), aunque
aun se desconoce el mecanismo por el cual ejerce su efec-
to, hay quienes lo relacionan con la activacion de AMPK
(Baur y Sinclair et al., 2006; Dasgupta y Milbrand, 2007).
Se ha demostrado que la activacion de AMPK con AICAR
(0.1mM) protege neuronas de hipocampo durante OGD,
estrés metabolico, excitotoxico y oxidativo (Culmsee et al.,

2001). Se ha demostrado que el RSV estimula la captura
de glucosa y que este efecto esta mediado por la activacion
de AMPK (Breen et al., 2008). En nuestro estudio, obser-
vamos que el tratamiento con RSV, no provoca cambios
significativos en los niveles totales de AMPK lo que coin-
cide con lo reportado por Breen y col., en su modelo in
vitro (Breen et al., 2008). Sin embargo, el tratamiento con
RSV indujo la fosforilacion de AMPK en ratas con isque-
mia sin y con reperfusion. Observamos que el RSV poten-
cia la fosforilacion de AMPK en forma dependiente del
tiempo de reperfusion. El mecanismo por el cual el RSV
activa a AMPK no esta bien descrito sin embargo al ser un
activador de sirtuinas, estas podrian estar involucradas en
la estimulacion de la fosforilacion de AMPK, ya que se ha
visto una disminucion en los niveles de pAMPK cuando se
da tratamiento con nicotinamida (inhibidor de sirtuinas) y
se ha demostrado que utilizando inhibidores especificos de
SIRT-1 hay anulaciéon de la fosforilacion de AMPK
(Breen et al., 2008; Price et al., 2012). Otros autores repor-
tan que la fosforilacion de AMPK por el RSV depende de
cinasas rio arriba como LKB1 (Dasgupta y Milbrand,
2007).

El incremento en la activacion de AMPK eleva la acti-
vidad de los transportadores de glucosa en la membrana
plasmatica con cambios significativos en la captura de
glucosa, asociada a la hiperpolarizacion de la membrana
mitocondrial (Abbud, Habinowski, Zhang, Kendrew, El-
kairi, Kemp, Witters, et al., 2000; Cidad, Almeida y Bola-
fios 2004; ). En células que expresan solo GLUT]1 el trans-
porte de glucosa incrementa notablemente en respuesta a
hipoxia, cuando AMPK esta activa (Abbud et al., 2000).
También se ha observado que la activacion de AMPK fa-
cilita la translocacion de GLUT3 a la superficie membra-
nal y no solo de este transportador ya que en musculo es-
quelético la activacion de AMPK con AICAR induce el
incremento en la captura de glucosa a través de la translo-
cacion de GLUT4 a la membrana plasmatica (Fryer,
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Hajduch, Rencurel, Salt, Hundal, Haxdie y Carling, 2000;
Weisova et al., 2009).

El resveratrol reduce el dafio neuronal inducido por la
isquemia y su mecanismo de accion podria estar asociado
a la activacion de la AMPK. Por lo tanto, es posible que
en nuestro modelo el resveratrol este activando un meca-
nismo similar que favorezca la supervivencia neuronal
dependiente de la translocacion de los transportadores de
glucosa a la membrana celular.
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