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INTRODUZIONE

L’ischemia cerebrale e 'arresto cardiocircolatorio sono le principali cause di
disabilita nei paesi occidentali (Krause, 1986). Numerosi studi hanno dimostrato
come brevi e ripetuti insulti ischemici sono in grado di ridurre l'effetto deleterio di un
successivo episodio ischemico piu’ prolungato nel cuore, nel cervello ed in altri
organi, (Dirnagl, 2003). Questo meccanismo di protezione endogena €’ conosciuto
con il nome di Precondizionamento Ischemico (PI).

Il resveratrolo (3,5,4 -triidrossistilbene) e’ un polifenolo presente in numerose
piante e specialmente nell'uva e nel vino (Hao and He, 2004). In passato, diversi
ricercatori hanno dimostrato come un regolare consumo di vino rosso fosse in grado
di ridurre il rischio di aterosclerosi e di malattie cardiovascolari (Hao and He, 2004)
e come, il resveratrolo, fosse in grado di proteggere il cuore, il cervello e i reni dal
danno da ischemia/riperfusione (Raval, 2008). Recentemente, uno studio in vitro,
ha dimostrato come il pretrattamento con resveratrolo sia in grado di indurre
neuroprotezione nei confronti dell’ischemia cerebrale mimando il PI (Raval, 2006).
La Sirtuina 1 (SIRT1), membro della famiglia delle sirtuine, proteine deacetilasi
nicotinammide adenina dinucleotide (NAD+*)-dipendenti (Borra, 2005), € stata
identificata come mediatore fondamentale in questo tipo di neuroprotezione (Raval,
2006). Altri studi hanno evidenziato come il resveratrolo sia in grado di aumentare
lattivita’ di SIRT1 di 8 volte (Borra, 2005).

SIRT1 €’ una proteina implicata in numerosi processi come la regolazione del
ciclo cellulare, il metabolismo degli acidi grassi, la degenerazione dell’assone, la
differenziazione delle cellule muscolari e 'incremento dell’aspettativa di vita (Michan
and Sinclair, 2007). Uno degli organelli che mediano la neuroprotezione indotta da
SIRT1 €’ il mitocondrio. Bordone e colleghi (Bordone, 2006) hanno dimostrato come

SIRT1 sia in grado di reprimere la trascrizione di Uncoupling Protein 2 (UCP2)



legandosi direttamente al suo promoter. Moynihan e colleghi (Moynihan, 2005)
hanno osservato in topi transgenici modificati per iperesprimere SIRT1, una
riduzione dei livelli di UCP2 nelle cellule beta pancreatiche. Nello stesso studio, i
ricercatori hanno dimostrato come ai minori livelli di UCP2, indotti
all'iperespressione di SIRT1, corrispondesse un’aumentata produzione di
Adenosinatrifosfato (ATP) con un conseguente aumento del rilascio di insulina. Altri
studi hanno evidenziato il ruolo fondamentale di UCP2 nel controllo della
produzione dei radicali liberi dell’ossigeno (ROS) (Lee, 1999; Arsenijevic, 2000). La
UCP2 e’ risultata essenziale anche nel riassorbimento del Ca+ a livello mitocondriale,
ione fondamentale nella regolazione dei processi di fosforilazione ossidativa
(Trenker, 2007). Le vie regolate dal resveratrolo e dall’attivazione di SIRT1 sono
riassunte nella Figura 1.

I principali obiettivi del presente studio sono stati: 1. Determinare la capacita
del resveratrolo di mimare il PI nella protezione anti-ischemica della regione del
conru ammonis 1 (CA1) dell'Ippocampo dei ratti; 2. Definire il ruolo della via SIRT1-

UCP2 nella tolleranza all'ischemia cerebrale indotta dal resveratrolo.



MATERIALI E METODI
Sostanze

Il resveratrolo (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) e stato dissolto in
soluzione contenente salina (0.9% NaCl): Solutol miscelati con un rapporto 7:3
(BASF, Wyandotte, MI, USA) e iniettato per via intraperitoneale (i.p.). Il sirtinolo
(Sigma), specifico inibitore dell’attivita’ di SIRT1 (Grozinger, 2001), € stato dissolto
nel dimetile sulfossido (DMSO) (Sigma) a imM di concentrazione. Dieci microlitri di
sirtinolo sono stati iniettati per via intracerebroventricolare (ICV) nel ventricolo
cerebrale sinistro alle seguenti coordinate (bregma: - 0.8 mm, laterale: 1.5 mm,

profondita’: 3.5 mm) e alla velocita’ di 60 pul/ora (Zhang, 2006).

Disegno Sperimentale

Descrizione dei gruppi sperimentali (Figura 2):
Gruppo 1. Sham arresto cardiaco (AC) (n=6) — Ratti sottoposti a chirurgia di tipo
sham.
Gruppo 2. Test Ischemia/Veicolo controllo (n=10) — 8 minuti di AC venivano
indotti 48 ore dopo iniezione di salina (2 ml/kg di peso corporeo).
Gruppo 3. PI + AC (n=6) — 2 minuti di ischemia cerebrale globale veniva indotta 48
ore prima dell’ induzione di 8 minuti di AC.
Gruppo 4. 10 mg/kg di resveratrolo + AC (n=8) — il resveratrolo veniva iniettato i.p.
alla dose di 10 mg/kg di peso corporeo 48 ore prima dell'induzione di 8 minuti di AC.
Gruppo 5. 50 mg/kg di resveratrolo + AC (n=8) — il resveratrolo veniva iniettato
i.p. alla dose di 50 mg/kg di peso corporeo 48 ore prima dell'induzione di 8 minuti di

AC.



Gruppo 6. 100 mg/kg di resveratrolo + AC (n=8) — il resveratrolo veniva iniettato
i.p. alla dose di 100 mg/kg di peso corporeo 48 ore prima dell'induzione di 8 minuti
di AC.

Gruppo 7. DMSO (ICV veicolo) + AC (n=5) — 10 ul di DMSO venivano iniettati ICV
48 ore prima dell'induzione di 8 minuti di CA.

Gruppo 8. Resveratrolo + DMSO + AC (n=5) - 10 ul di DMSO venivano iniettati
ICV immediatamente dopo iniezione per via i.p. di resveratrolo (10 mg/kg di peso
corporeo). 48 ore dopo venivano indotti 8 minuti di AC.

Gruppo 9. Sirtinolo ICV + AC (n=5) — 3.94 ug di sirtinolo venivano iniettati ICV.
Gruppo 10. Sirtinolo ICV + AC (n=5) - 3.94 g di sirtinolo venivano iniettati ICV 48
ore prima dell’induzione di 8 minuti di AC.

Gruppo 11. Resveratrolo + Sirtinolo + AC (n=5) - 3.94 ug di sirtinolo venivano
iniettati ICV immediatamente dopo iniezione per via i.p. di resveratrolo (10 mg/kg di

peso corporeo). 48 ore dopo venivano indotti 8 minuti di AC.

Precondizionamento Ischemico (PI)

Tutte le procedure chirurgiche praticate sugli animali erano in accordo con le
linee Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the National
Institutes of Health e approvate da The Animal Care and Use Committee of the
University of Miami. Il numero degli animali e la loro sofferenza e’ stata ridotta al
minimo per ogni gruppo sperimentale. Per ogni procedura chirurgica sono stati
utilizzati ratti di tipo Sprague-Dawley (SD) del peso di 250-350 gr., anestetizzati con
4% di Isoflurano, con ossigeno e ossido nitrico miscelati al rapporto di 30:70, ed
intubati per via endotracheale. Il PI €’ stato indotto usando 2 minuti di ischemia
cerebrale globale praticata mediante chiusura bilaterale delle carotidi. Durante la

legatura delle carotidi, dall’arteria femorale veniva prelevato sangue sino al



raggiungimento di una pressione arteriosa pari a 45-50 mmHg. Il sangue
(mantenuto a 36-37 °C) veniva quindi nuovamente iniettato allo riapertura delle
carotidi ristabilendo la normotensione (Perez-Pinzon, 1997). Gli animali rimanevano

collegati al respiratore sino al ripristino della respirazione spontanea.

Arresto Cardiaco (AC)

Come descritto precedentemente (Dave, 2004), ’AC veniva indotto attraverso
la disconnessione del ventilatore dal tubo endotracheale. Otto minuti dopo I'inizio
dell’asfissia venivano iniziate le manovre di rianimazione: somministrazione di
epinefrina per via intravenosa (i.v.) (0.0005 mg/kg) e bicarbonato sodico (1 mEq/kg
i.v.) seguita da ventilazione meccanica con erogazione di O2 al 100% e massaggio
cardiaco alla frequenza di 200/minuto sino a al raggiungimento di una pressione
arteriosa media di 60 mmHg e un battito cardiaco spontaneo per piu’ di 10 secondi.
Una volta che gli animali erano emodinamicamente stabili, con una respirazione di
tipo spontaneo, condizione che si realizzava generalmente dopo 10-15 minuti dal
ripristino della circolazione spontanea, i cateteri venivano rimossi e gli animali
estubati anche se O2 al 100% continuava ad essere erogato attraverso la maschera
facciale. La temperatura corporea e quella cerebrale venivano mantenute a 37 °C
usando la lampada al calore per 1 ora. Gli animali controllo (sham AC) venivano
sottoposti ad una procedura chirurgica del tutto simile al gruppo AC eccetto che per
I'induzione del’AC. La temperatura e il peso corporeo venivano monitorizzati sino al

7° giorno e non erano presenti significative differenze tra i gruppi (Tabella 1).

Istopatologia

Dopo 7 giorni dall’AC, i ratti venivano anestetizzati con isoflurano e perfusi

con una miscela di 40% di formaldeide, acido glacialacetico e metanolo miscelate in



rapporto di 1:1:8 (Perez-Pinzon, 1997). I cervelli venivano quindi rimossi dalla
scatola cranica e trattati con paraffina; le sezioni coronali venivano tagliate allo
spessore di 10 um e colorate con metodo ematossilina/eosina. L'intero Ippocampo
veniva esaminato anteriormente e posteriormente. La conta dei neuroni normali
veniva effettuata all’interno della regione CA1 dell'Ippocampo a livello di 3.8 mm
posteriormente al bregma. I neuroni che esibivano modificazioni cellulari relative
allischemia venivano identificati attraverso: 1) citoplasma eosinofilo, 2) colorazione
scura degli agglomerati nucleari, 3) colorazione eosinofila del nucleolo. Per ogni
gruppo di ratti sottoposti ad ischemia i neuroni venivano contati su 18 linee per
sezione, dalla parte mediale sino a quella laterale, lungo tutta la regione CA1

dell’'Ippocampo.

Misurazione dell’attivita di SIRT1

Per misurare lattivita di SIRT1 il tessuto cerebrale veniva prelevato
dall'Tlppocampo dopo 1 e 48 ore dall'induzione del PI e dal pretrattamento con
resveratrolo. L’estratto nucleare veniva frazionato wusando la tecnica,
precedentemente descritta in dettaglio, da Raval e colleghi (Raval, 2006). L’attivita’
enzimatica di SIRT1 veniva misurata usando il kit basato sul peptide substrato fluor
de Lys-SIRT1 (BioMol International, Plymouth Meeting, PA, USA), in grado di
misurare Dattivita’ enzimatica di SIRT1 tramite fluorescenza. La sensibilita

all’attivazione della suramina veniva considerata come attivita enzimatica di SIRT1.

Western Blot
Per effettuare I’analisi del Western Blot, le frazioni mitocondriali venivano
preparate secondo le procedure successivamente descritte. Le frazioni mitocondriali

venivano quindi analizzate per il contenuto proteico usando il kit Bio-Rad protein



assay basato sul metodo Bradford (Bradford, 1976). Un’ uguale quantita’ di proteine
per ogni gruppo sperimentale veniva fatta correre nello stesso gel e analizzata nello
stesso momento. Le proteine venivano quindi trasferite su membrana Immobilion-P
(Millipore, Billerica, MA, USA) ed incubate con anticorpi primari anti-UCP2 (1:1000)
(Chalbiochem, Gibbstown, NJ, USA) e anti citocromo C ossidasi IV (COX IV)
(1:1000) (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA). L'immunoreattivita’ veniva rilevata
usando l'incremento della chemioluminescenza (Amersham-Pharmacia Biothech.,
Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). La digitalizzazione delle tracce

immunomarcate veniva analizzata con analisi densitometrica.

Isolamento dellRNA e analisi dell’espressione genetica Tagman

L’RNA totale veniva isolato dall'Ilppocampo di ratto usando il QIAGEN
miRNeasy mini kit (Valencia, CA, USA). Un microgrammo di RNA totale veniva
inversamente trascritto usando il kit per trascrizione inversa con DNA
complementare (cDNA) ad alta capacita’. Il real-time Tagman polymerase chain
reaction (PCR) veniva effettuato per i livelli di trascrizione delle UCP2 nei gruppi di
ratti sham e trattati con resveratrolo. La (3-actina veniva utilizzata come controllo per
il calcolo del ACt. Ad ogni misurazione le medie del ACr per i campioni del gruppo
sham venivano usate come calibratore per il calcolo di AACr. La media di AACr per
ogni gruppo veniva, quindi, utilizzata per calcolare la relativa espressione di UCP2
(244Ct), Di conseguenza, ’espressione relativa dei livelli riportati nel presente studio
sono stati calibrati attraverso il gruppo sham e normalizzati per controllo interno.
Per ulteriori dettagli su questo metodo di misurazione consultare (Pfaffl, 2002). Sono
state usate le seguenti sonde/primer specifiche per geni: f-actina (Rmo0667869-m1)
e UCP2 (Rno01754856-m1). La PCR veniva effettuata usando 15 ng di cDNA su 7300

PCR Sequence Detection System. Il ciclo termico della PCR veniva effettuato secondo



le istruzioni del prodotto. Tutti i reagenti e gli strumenti sono stati forniti da Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA. Tutte le misurazioni venivano praticate tre volte.

Isolamento dei mitocondri dai neuroni dell’ Ippocampo e Studio Polarografico

I mitocondri dei neuroni dell'Ippocampo venivano isolati secondo le
procedure precedentemente descritte (Lee CP, 1993). I tassi di ossidazione dei
substrati e le capacita’ polarografiche venivano determinate nei mitocondri isolati
attraverso il metodo descritto da Hofhaus (Hofhaus, 1996). In breve, il consumo di
O2 veniva misurato polarograficamente in una soluzione contenete 150 mM di
sucrosio , 25 mM Tris-HCI (pH 7.4) e 10 mM di potassio fosfatasi tampone (pH 7.4).
L’indice di controllo respiratorio (ICR) e il rapporto delle moli di ADP fosforilate per
moli di O2 consumate (ADP/O), venivano misurate in presenza di 5 mM di piruvato
e 2.5 mM di malato. L'ICR veniva definito come il rapporto tra lo stato di

respirazione in presenza ed in assenza di ADP (stato3/stato4) (Chance and Williams,

1956).

Misurazione del potenziale di membrana mitocondriale (A¥m)

I AYm e stato determinato wusando 5,5°,6,6-tetracloro-1,1,3,3’-
tetraetilbenzomidazol-carbocianina iodato (JC1) (Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA), come descritto precedentemente (Dave et al., 2008). Alla fine degli
esperimenti, carbonilcianide—p-trifluorometoxyfenilidrazone (FCCP), 1uM (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA) veniva aggiunto come controllo negativo. Il AWm
veniva espresso come rapporto tra la fluorescenza rilevata a 590 nm e la fluorescenza

rilevata a 525 nm.

Analisi Statistica
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Tutti i dati sono stai espressi come media + SEM. La validita’ statistica dei dati €’
stata effettuata usando il test di ANOVA seguito dal test di Bonferroni. Una p<0.05

veniva considerata come statisticamente significativa.
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RISULTATI

Il pretrattamento con il resveratrolo in vivo mima il precondizionamento ischemico

Abbiamo testato l'ipotesi che il pretrattamento in vivo con resveratrolo
iniettato i.p. potesse indurre neuroprotezione nei confronti dell'ischemia cerebrale.
Prima e dopo I'induzione dell’ AC o dello sham AC, i parametri fisiopatologici, inclusi
pO2, pCO2, HCO5 e la concentrazione di glucosio nel plasma erano simili in tutti i
gruppi sperimentali di ratti (Tabella 1). Durante I'induzione di AC, tutti i gruppi
evidenziavano un’immediata bradicardia all'inizio dello stato asfittico, seguita da
marcata ipotensione sino a 50 mmHg (Figura 3). L'elettrocardiogramma ritornava
alla normalita’ entro 5 minuti dal ripristino della circolazione spontanea. Non erano
presenti differenze significative nei parametri fisiopatologici tra i diversi gruppi
sperimentali (Tabella 1).

Sette giorni dopo rianimazione dall’AC veniva effettuata una valutazione
istologica dei neuroni morti nella regione CA1 dell'Ilppocampo (Figure 4A e 6A). 1l
numero dei neuroni vivi nell'Ippocampo dei ratti del gruppo sham era 1226+72
(n=6). Nel gruppo dei ratti trattati con veicolo, dopo AC, il numero dei neuroni vivi
nell’Ippocampo si riduceva a 199+11 (n=10). Il pretrattamento con resveratrolo (10 o
50 mg/kg, n=8) o PI (n=6) aumentava in maniera significativa il numero dei neuroni
vivi rispettivamente del 221%, 175%, e del 261% (Figure 3A, B). In accordo con i dati
del precedente studio in vitro (Raval, 2006), alte dosi di resveratrolo (100 mg/kg)
(n=8) non risultavano essere neuroprotettive nei confronti dell'ischemia cerebrale
(Figura 4A, B). I presenti dati dimostrano come la neuroprotezione indotta dal

resveratrolo e dal PI possono avere in comune le stesse vie di attivazione molecolare.

L’attivita di SIRT1 aumenta nellIppocampo del ratto dopo Precondizionamento

Ischemico e pretrattamento con resveratrolo
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Un nostro precedente studio, in vitro, ha dimostrato come l'attivita di SIRT1
aumentava 48 ore dopo PI e 30 minuti dopo pretrattamento con resveratrolo (Raval,
2006). Basando la nostra esperienza su questi risultati, abbiamo misurato
nell'lppocampo di ratto l'attivita di SIRT1 ad 1 ora e a 48 ore dopo PI e dopo
pretrattamento con resveratrolo. Per pretrattare i ratti con resveratrolo, abbiamo
scelto la dose che e’ risultata essere maggiormente neuroprotettiva (10 mg/kg). 11 PI
aumentava in maniera significativa lattivita di SIRT1 nell'Ippocampo del 29%
(p<0.05, n=4) dopo 48 ore ma non dopo 1 ora dal trattamento. Al contrario, il
pretrattamento con resveratrolo aumentava significativamente l'attivita di SIRT1
nell'Ippocampo del 36% (p<0.05, n=4) ad 1 ora ma non dopo 48 ore dal trattamento
(Figura 5A). L’iniezione ICV del sirtinolo senza induzione del PI riduceva I'attivita di

SIRT1 di circa il 70% nell'Ippocampo di ratto. (Figura 5B).

L’iniezione ICV _di sirtinolo blocca la capacita del resveratrolo di indurre

neuroprotezione

Per determinare se l'aumento dell’attivita di SIRT1 fosse necessario per
indurre la tolleranza all'ischemia mediata dal pretrattamento con resveratrolo,
abbiamo testato se il sirtinolo (specifico inibitore dell’attivita di SIRT1) fosse in grado
di bloccare questo tipo di neuroprotezione. Il sirtinolo iniettato ICV 48 ore prima
dell’AC e risultato in grado di bloccare la neuroprotezione indotta dal resveratrolo
(numero dei neuroni vivi 366+52, p<0.05) se paragonato con i gruppi di ratti
pretrattati con PI e reveratrolo (10 e 50 mg/kg). L’iniezione ICV di DMSO (veicolo
per sirtinolo) non modificava il numero di neuroni morti (243+80), mentre il
pretrattamento con resveratrolo alle dosi protettive, piu l'iniezione ICV di DMSO
risultava comunque capace di indurre neuroprotezione (647+58, p<0.05) (Figura

6A,B). 1l sirtinolo da solo, usato come controllo, non cambiava significativamente il
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numero dei neuroni vivi (1115484, n=5) e nemmeno aumentava il numero di cellule
morte dopo AC (212+49, n=5) (Figura 6A,B). Concludendo, i nostri risultati ottenuti
mediante I'utilizzo del sirtinolo, antagonista dell’attivita’ di SIRT1, dimostrano come
un aumento dell’attivita di SIRT1 sia fondamentale nella neuroprotezione indotta dal
resveratrolo. Siccome SIRT1 €& in grado di modulare l'espressione di UCP2 nei
mitocondri abbiamo successivamente testato 1'effetto del resveratrolo sulla funzione

mitocondriale.

Il pretrattamento con resveratrolo diminuisce 1 livelli di UCP2 nei mitocondri

isolati dai neuroni di Ippocampo di ratto

L’attivita di SIRT1 e stata dimostrata capace di modulare i livelli di UCP2 nei
mitocondri (Moynihan, 2005; Bordone, 2006). Per questo motivo abbiamo testato la
capacita del pretrattamento con resveratrolo di ridurre o meno i livelli di UCP2 nei
mitocondri isolati dall'Ippocampo. Il pretrattamento con resveratrolo (10 mg/kg,
dose maggiormente neuroprotettiva) era in grado di diminuire i livelli di UCP2 del
65.1%+2.1% (p<0.05, n=4) dopo 48 ore dal trattamento se paragonato al gruppo di
ratti trattati con veicolo (n=4) (Figura 7A). Il sirtinolo, inibitore di SIRT1, bloccava la
capacita del resveratrolo di ridurre i livelli di UCP2 (118%+14%, n=4) (Figura 7B).
Questi dati dimostrano I'implicazione della via SIRT1-UCP2 nel precondizionamento
indotto dal resveratrolo.

Un potenziale meccanismo attraverso il quale SIRT1 puo ridurre i livelli di
UCP2 e attraverso la soppressione dei livelli del mRNA della UCP2. Noi abbiamo
verificato questa ipotesi usando la metodica PCR. Abbiamo misurato i livelli di
mRNA di UCP2 nell'Ippocampo dei ratti trattati con resveratrolo comparati ai livelli

di B-actina e calibrati per i livelli di mRNA di UCP2 nel gruppo dei ratti trattati con
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veicolo. Non sono state evidenziate significative differenze tra i due gruppi per la
relativa espressione di UCP2 a 6 ore (0.87+0.34, n=6), a 12 ore (0.93+

0.17, n=6) e a 24 ore (1.23+0.39, n=3) dal trattamento.

Effetto del pretrattamento con resveratrolo nella fisiologia mitocondriale

Il cambiamento nei livelli mitocondriali di UCP2 potrebbe alterare il
potenziale di membrana mitocondriale (AWm). Per questo motivo, abbiamo
misurato il AWm nei mitocondri dei ratti trattati con resveratrolo e in quelli trattati
con veicolo dopo 48 ore dal trattamento (Mills, 2002). Il A®m nel gruppo trattato
con resveratrolo (31.4+3.6, n=4) (rapporto di fluorescenza: 590 nm diviso per 525
nm) non era significativamente differente se paragonato con il gruppo di ratti
trattato con veicolo (32.3+3.4, n=4) (Figura 8A). Questi dati ci suggeriscono che la
diminuzione nei livelli di UCP2 non modifica significativamente il AWm. Un’altra
possibile modificazione successiva al trattamento con resveratrolo potrebbe essere
nella produzione di ATP (Moynihan, 2005; Bodyak, 2007). Di conseguenza, abbiamo
verificato se il pretrattamento con resveratrolo aveva effetti su la capacita di sintesi
dell’ATP attraverso la misurazione della respirazione mitocondriale. La media del
tasso della respirazione nello stato 3 (tasso di respirazione in presenza di ADP) e
stato 4 (tasso di respirazione in assenza di ADP) non cambiava significativamente tra
i gruppi trattati con resveratrolo (n=4), con veicolo (n=4) e con resveratrolo piu
sirtinolo (n=4) (Figura 8B). Successivamente, abbiamo confrontato I'ICR e il
rapporto ADP/O (definiti precedentemente nelle procedure sperimentali) tra i tre
differenti gruppi di animali trattati, come un indice di efficienza della catena del
trasporto elettronico mitocondriale. Non sono state osservate differenze significative
tra i tre gruppi (Figura 8C). Nel gruppo di animali trattati con resveratrolo I'RCI era

3.75+0.52 (n=4), paragonato a 3.98+0.35 nel gruppo trattato con veicolo (n=4) e
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3.88+0.67 (n=4) nel gruppo trattato con resveratrolo piu sirtinolo (n=4). Una tipica
traccia per il consumo di ossigeno in tutti e tre i gruppi di animali trattati € presente
nella figura 8D. Nonostante questi dati, abbiamo comunque dimostrato un
significativo aumento del 23% nel rapporto tra la produzione di ATP e il consumo di
O2 (rapporto ADP/O) nei mitocondri di Ippocampo isolati negli animali trattati con
resveratrolo rispetto a quelli trattati con veicolo (3.03+0.10 vs. 3.73+0.10, veicolo vs.
resveratrolo, n=4; p<o0.02) (Figura 8E). Il sirtinolo era in grado di bloccare
I’'aumento del rapporto ADP/O (3.11+0.25, n=4, p<0.05) (Figura 8E). I presenti dati
ci suggeriscono che livelli piu bassi di UCP2 ottenuti dal pretrattamento con
resveratrolo possono essere responsabili di un maggiore efficienza mitocondriale in

termini di produzione di ATP.
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DISCUSSIONE

Numerosi studi condotti negli animali e negli umani hanno chiaramente
dimostrato come il PI sia in grado di proteggere organi differenti dall'insulto
ischemico (Dirnagl, 2003; Yenari, 2008). Numerosi meccanismi cellulari sono stati
implicati in questo mecchanismo di protezione, tra i piu studiati: I’attivazione della
Proteina Chinasi C (PKC), dei canali del K+-ATP dipendenti, delle chinasi PI3, dei
recettori per I’adenosina e per il glutammato (Dirnagl, 2003; Gidday, 2006). Uno dei
principali obiettivi per comprendere e sfruttare a pieno i meccanismi alla base della
protezione indotta da PI e sviluppare nuove terapie in grado di mimare il PI. Un
numero considerevole di composti chimici € stato dimostrato in grado di mimare il
PI, tra i vari ricordiamo la solfanilurea, gli anestetici volatili, il levosimendan,
Peritropoietina, gli oppioidi e gli estrogeni (Dirnagl, 2003; Gidday, 2006; Yenari,
2008).

La forma biologicamente attiva del resveratrolo, il trans-resveratrolo, protegge
una varieta di organi come il cuore, il cervello e i reni dal danno da ischemia
riperfusione (Raval, 2008). Nel presente studio, abbiamo dimostrato come il
pretrattamento in vivo con il resveratrolo induce tolleranza nei riguardi dell'insulto
ischemico cerebrale e come questa neuroprotezione sia mediata dall’attivazione di
SIRT1. Abbiamo inoltre dimostrato come pretrattando i ratti con basse dosi di
resveratrolo 48 ore prima di indurre ischemia cerebrale eravamo in grado di attivare
le stesse vie molecolari attivate dal PI. Il sirtinolo, specifico inibitore di SIRT1, era in
grado di bloccare la neuroprotezione indotta dal resveratrolo, dimostrando un ruolo
fondamentale di SIRT1 in questo tipo di neuroprotezione (Figura 6). In un
precedente studio in vitro, abbiamo dimostrato come il sirtinolo e’ anche in grado di

bloccare la neuroprotezione indotta dal PI (Raval, 2006).
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Precedenti studi condotti nelle B cellule pancreatiche hanno dimostrato come
Pattivita di SIRT1 modula i livelli della UCP2 (Bordone, 2006). La UCP2 & una
proteina, membro della famiglia di proteine presenti sulla membrana della matrice
mitocondriale, capaci di mediare la sintesi di ATP attraverso la regolazione del
gradiente elettrochimico di membrana (Esteves and Brand, 2005). Nonostante
questo, il ruolo esatto della UCP2 nei mitocondri non & stato del tutto chiarito. La
UCP2 ¢ stata implicata nei processi di termogenesi, nel diabete, nei meccanismi di
invecchiamento e nelle patologie di tipo immunologico, circolatorio e neurologico
(Brand and Esteves, 2005).

Il pretrattamento con resveratrolo induce una diminuzione dei livelli di UCP2
nei mitocondri di Ippocampo dopo 48 ore dal trattamento. La diminuzione dei livelli
di UCP2 viene bloccata dal trattamento con sirtinolo (Figura 7B). Di conseguenza,
possiamo affermare che la regolazione dei livelli di UCP2 in wvivo richiede
lattivazione di SIRT1. Nonostante i minori livelli di UCP2 nei mitocondri di
Ippocampo di ratti pretrattati con resveratrolo, noi non abbiamo osservato nessun
cambiamento nel AWm. Questo potrebbe essere dovuto ai diversi meccanismi
compensatori presenti nella membrana mitocondriale (Scheffler, 1999). In contrasto
alla mancata differenza nel AWm, noi abbiamo comunque osservato un significativo
aumento nel rapporto ADP/O (Figura 7E), indicatore sensibile dell’efficienza
mitocondriale nella sintesi di ATP. I livelli di ATP nel cervello possono essere
mantenuti a lungo dopo un evento ischemico grazie alla capacita di sintesi
mitocondriale. I nostri dati concordano con i risultati di precedenti studi condotti nei
cardiomiociti e nel fegato in cui un aumento della sintesi di ATP e stato correlato ad
una diminuzione dei livelli di UCP2 (Bodyak, 2007; Evans, 2007). Inoltre, i presenti

dati ci suggeriscono che la regolazione nella sintesi di UCP2, indotta dal
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pretrattamento con resveratrolo, € in grado di proteggere dall'insulto ischemico
attraverso un’aumentata produzione di ATP mitocondriale (Figura 1).

Il ruolo neuroprotettivo di UCP2 nei riguardi dell’ischemia cerebrale non e
ancora chiaramente definito. Da una parte, elevati livelli di UCP2 dopo PI sono
risultati essere protettivi nei confronti dell’ischemia cerebrale e cardiaca (Mattiasson
et al., 2003; McLeod et al., 2005), dall’altra, De Bilbao e colleghi hanno dimostrato
un diminuzione del danno cerebrale post-ischemico nei topi knockout per UCP2 (de
Bilbao, 2004). Inoltre, un altro studio recentemente ha dimostrato come
l'iperespressione di UCP2 ¢ in grado di proteggere la regione talamica contro
I'ischemia ma non altre regioni del cervello come I'Ippocampo (Deierborg, 2008). In
aggiunta a questi dati, altri ricercatori hanno dimostrato come l'iperespressione di
UCP2 aumenta il numero di cellule morte dopo ischemia/riperfusione nei
cardiomiociti di ratti adulti (Bodyak, 2007). L’iperespressione di UCP2 aumenta la
produzione di ROS e promuove il rilascio di idrogeno perossido dall'interno
all’esterno dei mitocondri (de Bilbao et al.,, 2004). Di conseguenza, 'aumento di
UCP2 altera i segnali cellulari redox (Arsenijevic, 2000; Mattiasson, 2003). In
contrasto, una diminuzione dei livelli di UCP2 aumenta la produzione di ROS ma
anche la capacita cellulare nella detossificazione da ROS attraverso un incremento
nella sintesi di glutatione ridotto (GSH) e manganese superossido dismutasi
mitocondriale (de Bilbao et al., 2004). Il comune denominatore, comunque, in
entrambi le condizioni, overespressione o deplezione di UCP2 risulta essere una
diminuzione nella produzione dei ROS. I nostri risultati suggeriscono che, oltre
laumentata capacita anti-ROS, una diminuzione della UCP2 ¢ collegata ad un
aumento della capacita mitocondriale nella produzione di ATP.

L'importanza dei ROS dopo induzione di PI e nel danno successivo ad

ischemia cerebrale & stata ampiamente studiata (Perez-Pinzon et al.,, 2005).
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L’aumentata capacita cellulare di produrre i sistemi tampone contro i ROS ¢
collegata ad un minore danno a livello delle proteine, del DNA e dei lipidi durante
I'insulto da ischemia/riperfusione. Inoltre, i nostri risultati in termini del rapporto
ADP/O, indicano una maggiore efficienza nella produzione mitocondriale di ATP.
Pertanto, grazie a questi dati, nel presente studio dimostriamo come minori livelli
della UCP2, successivi al pretrattamento con resveratrolo, inducano un aumento
nella produzione mitocondriale di ATP e di conseguenza una protezione cellulare nei
confronti dell’ischemia.

Come abbiamo descritto precedentemente, (Raval et al., 2006), sia il PI che il
pretrattamento con resveratrolo risultavano neuroprotettivi nei confronti
dell’ischemia, nonostante il tempo di attivazione di SIRT1 era differente nei due
paradigmi. Come possiamo aspettarci, il resveratrolo aumenta rapidamente e per
breve tempo lattivita di SIRT1, mentre il PI aumenta lattivita di SIRT1 solo poco
prima dell'induzione dell’AC. Nonostante tutto, al momento non conosciamo
esattamente il tempo esatto di durata dell'incremento dell’attivita di SIRT1
successivo a trattamento con resveratrolo. I nostri dati indicano solamente che
Pattivita di SIRT1 ritorna al livello di base a 48 ore dal trattamento. Una veloce
attivazione di SIRT1 successiva al trattamento con resveratrolo comporta una
diminuzione dei livelli proteici di UCP2 dopo 48 ore senza nessun cambiamento
significativo nei livelli di mRNA. Precedenti studi hanno dimostrato come
I'espressione di UCP2 in vivo € regolata a livello teasduzionale senza nessun
cambiamento nei livelli di mRNA per UCP2 (Pecqueur, 2001). L’emivita di UCP2 non
e stata ancora del tutto definita e varia ampiamente da tessuto a tessuto (Pecqueur,
2001; Rousset, 2007). Noi pensiamo che il ritardo osservato nella diminuzione dei
livelli di UCP2 dall’attivazione di SIRT1 successiva al trattamento con resveratrolo,

sia dovuto ad una piu lunga emivita di UCP2 nel cervello. Tutto sommato, i risultati
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relativi al trattamento con resveratrolo indicano che l'aumento transitorio
dell’attivita di SIRT1 induce neuroprotezione almeno dopo 48 ore. La perdita della
neuroprotezione, dovuta all'inibizione dell’attivazione di SIRT1 dopo il trattamento
con resveratrolo, conferma l’evidenza che SIRT1 gioca un ruolo fondamentale per
I'induzione dello stato di neuroprotezione. Ulteriori studi sono necessari per definire
specificatamente i meccanismi attraverso i quali 'attivazione di SIRT1 promuove la
diminuzione dei livelli proteici di UCP2. Inoltre, altri studi sono necessari per
definire esattamente il periodo di tempo attraverso il quale il resveratrolo promuove

la neuroprotezione dopo una singola somministrazione.

CONCLUSIONI

Concludendo, il pretrattamento in vivo con iniezione i.p. di resveratrolo alle
dosi di 10 e 50 mg/kg risulta in grado di mimare il PI: il resveratrolo protegge la
regione CA1 dell'Ippocampo nei confronti dell’ischemia cerebrale globale. Questa
neuroprotezione dipende dall’attivazione di SIRT1, una deacetilasi NAD+-dipendente
collegata attraverso la restrizione calorica all'incremento dell’aspettativa di vita.
Inoltre, i presenti dati dimostrano come il pretrattamento con resveratrolo induce
neuroprotezione attraverso la diminuzione dei livelli di UCP2 e il successivo
incremento della produzione di ATP mitocondriale. Altri studi sono in corso per
definire la presenza di altri meccanismi coinvolti nella neuroprotezione indotta dal
resveratrolo contro il danno ischemico.

Comprendere a pieno i meccanismi comuni alla base della neuroprotezione
indotta dal resveratrolo e dal PI puo essere di grande aiuto nello sviluppare nuove
strategie terapeutiche contro lischemia cerebrale. I nostri risultati sono di

incoraggiamento per fondare un nuovo approccio neuroprotettivo basato sulla
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regolazione del metabolismo mitocondriale, in quei pazienti ad alta probabilita di

ischemia cerebrale.
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Tabella 1. Parametri fisiologici

Gruppi Parametri IP AC
Prima Dopo Prima 10 min dopo
Sham AC Peso Corporeo 312+ 30
(n=6) pH 7.45 % 0.01
pCO- mm Hg 37.14 £ 1.32
pO. mm Hg 123.7£7.29
Glicemia mg/dl 119 £ 15
Veicolo + AC Peso Corporeo 315+ 14
(n=10) pH 7.46 £ 0.009 7.4% 0.02
Mortalita 23% pCO. mm Hg 35.37+1.39 32.07+0.61
pO. mm Hg 125.4+ 9.06 275.58 £ 53.55%
Glicemia mg/dl 117 + 14.
IPC + ACA Peso Corporeo 315+ 14 300 12
(n=6) pH 7.43 £ 0.07 7.42+0.5 7.43 £ 0.02 7.42 + 0.02
Mortality 25% pCO. mm Hg 41+5 391 391 38+1
pO- mm Hg 17+7 115+7 124+7 316 + 114*
Glicemia mg/dl 155 + 26 109 + 10
Resveratrolo 100 Peso Corporeo 297+ 21
mg/Kg + AC pH 7.48 £ 0.08 7.39 + 0.01
(n=8) pCO- mm Hg 36.6 +1.17 34.3+ 1.6
Mortalita 20% pO- mm Hg 136.3+ 10 338 + 66*
Glicemia mg/dl 11+12
Resveratrolo 50 Peso Corporeo 305t 10
mg/Kg + AC pH 7.45 £ 0.01 7.37 £ 0.02
(n=8) pCO- mm Hg 35.41 0.8 33.3t 1.6
Mortalita 18% pO. mm Hg 130.9 £ 6.31 262.48 + 58*
Glicemia mg/dl 12+17
Resveratrolo 10 Peso Corporeo 311+ 14
mg/Kg + AC pH 7.45% 0.01 7.43 £ 0.01
(n=8) pCO. mm Hg 35.8+0.9 32.6+t2
Mortalita 20% pO. mm Hg 131+ 8.2 273.5 £ 25.7%
Glicemia mg/dl 119+ 14
DMSO ICV + AC Peso Corporeo 307+38
(n=5) pH 7.44 % 0.03 7.39 £ 0.07
Mortalita 25% pCO- mm Hg 36.9+ 2.5 33.43%5.6
pO- mm Hg 131.1 £ 31.9 368.4 £ 57.3%
Glicemia mg/dl 118+ 38.1
Sirtinolo ICV + AC  Peso Corporeo 305+13
(n=5) pH 7.46 £ 0.11 7.41+0.16
Mortalita 23% pCO. mm Hg 38.9+ 1.7 37.3+2.1
pO. mm Hg 148.7 + 29.1 284.4 + 26.9%
Glicemia mg/dl 121+ 19
Resveratrolo 10 Peso Corporeo 209 +12
mg/Kg + DMSO PpH 7.48 £ 0.01 7.39 £ 0.06
ICV + AC pCO- mm Hg 35.3% 1.7 36.3+1.1
(n=5) pO- mm Hg 150.9 + 26.12 224.5+ 16.4*
li i dl
Mortalita 20% Glicemia mg/ 15£15
Resveratrolo 10 Peso Corporeo 302+14.8
mg/Kg + sirtinolo PH 7-47+0.01 7.42£0.008
ICV + AC pCO- mm Hg 36.710.6 34.7+1.01
(n=5) pO. mm Hg 134.8 t 14 313 £ 77.5%
Mortalita 17% Glicemia mg/dl 112+19
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Nucleo

Figura 1. Schema diagrammatico delle vie molecolari attivate dal
resveratrolo. Il resveratrolo induce l'attivazione di SIRT1 che a sua volta riduce i
livelli della UCP2 nei mitocondri. Un ridotto livello della UCP2 e’ collegato ad un
incremento della produzione di ATP mitocondriale.
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Figura 3. (A) Frequenza Cardiaca, (B) Pressione arteriosa media, (C)
sistolica, e (D) diastolica prima, durante e dopo I'arresto cardiaco (AC).
Nessuna differenza statisticamente significativa era presente tra i differenti gruppi.
L’induzione dell’asfissia era seguita immediatamente da ipotensione sino a 50 mmHg
e da severa bradicardia in ogni gruppo studiato. Entro i 3 — 4 minuti dall'induzione
dello stato asfittico, la pressione arteriosa media diminuiva sino a 0 mmHg e la
frequenza cardiaca sino a <20 Battiti per Minuto. Le pressioni sistolica e diastolica e
la frequenza cardiaca diminuivano simultaneamente in ogni gruppo di animali
sottoposti ad AC (Figure A, C e D). Durante la fase di rianimazione, la pressione
arteriosa media ritornava a 60 mmHg entro 2 minuti in tutti i gruppi (Figura B).
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Figura 4. Il pretrattamento in vivo con resveratrolo mima il
Precondizionamento Ischemico nella regione CAl dell’lppocampo. (A)
Immagini rappresentative dell’analisi istologica e (B) numero di neuroni normali
presenti nella regione CA1 dell'Ippocampo. Scala 30 um. P<0.05 se paragonato ai
gruppi trattati con veicolo e resveratrolo 100 mg/Kg di peso corporeo. #P<0.05 se
paragonato ai gruppi PI; 10, e 50 mg/Kg di resveratrolo.
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Figura 5. L’attivita’ di SIRT1 aumenta nell’lppocampo di ratto dopo Pl e
trattamento con resveratrolo. L’'iniezioni intracerebroventricolare (ICV)
di sirtinolo blocca l'attivazione di SIRT1 successiva al pretrattamento con
resveratrolo. (A) Attivita’ enzimatica di SIRT1 misurata nell'Ippocampo di ratto 1
ora e 48 ore dopo induzione del PI e dopo pretrattamento con 10 mg/Kg di peso
corporeo di resveratrolo. P<0.02 se paragonato al gruppo sham. (B) Attivita’
enzimatica di SIRT1 misurata nell'Ippocampo di ratto 1 ora dopo trattamento con
DMSO ICV, 10 mg/Kg di resveratrolo + sirtinolo ICV, e sirtinolo ICV da solo.
P<0.02 se paragonato al gruppo controllo.
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Figura 6. Il sirtinolo blocca la neuroprotezione indotta dal resveratrolo.
(A) Immagini rappresentative dell’analisi istologica e (B) numero di neuroni normali
presenti nella regione CA1 dell'Ippocampo. Scala 30 um. P<0.05 se paragonato ai
gruppi trattati con sirtinolo + AC, DMSO + AC e resveratrolo 10 mg/Kg + sirtinolo.
#P<0.05 se paragonato ai gruppi trattati con sirtinolo ICV e resveratrolo 10 mg/Kg +

DMSO.
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Figura 7. 1l pretrattamento con resveratrolo diminuisce i livelli della

UCP2 nei mitocondri isolati dall’lppocampo di ratto. (A) II livelli della UCP2
misurati nei mitocondri isolati dall'Ippocampo del cervello di ratto dopo 48 ore dal
trattamento con veicolo e con resveratrolo (10 mg/Kg). (B) Il sirtinolo blocca la
capacita’ del resveratrolo di ridurre I livelli della UCP2. Sono stati utilizzati I seguenti
trattamenti: resveratrolo (10 mg/Kg) + iniezione ICV di DMSO (veicolo per il

sirtinolo) e resveratrolo (10 mg/Kg) + 3.94 pg di sirtinolo ICV. P<0.02 se
paragonato con il gruppo sham.
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Figura 8. Effetto del pretrattamento con resveratrolo nella fisiologia
mitocondriale. (A) AW, (B) stato 3 e 4 del tasso respiratorio, (C) indice di
coefficente respiratorio (ICR), (D) tipiche traccie polarografiche. Le freccie A e B
indicano rispettivamente I’aggiunta del piruvato + malato, e dell’adenosina difosfato.
(E) Rapporto ADP/O (indice del rapporto di sintesi del’ATP e del consumo di
ossigeno) misurato nei mitocondri isolati dall'Ippocampo di ratto a 48 ore dal
trattamento con resveratrolo (10 mg/Kg), veicolo e resveratrolo (10 mg/Kg) +
sirtinolo ICV. P<0.02 se paragonato con il gruppo veicolo e P<0.05 se paragonato
con il gruppo resveratrolo (10 mg/Kg) + sirtinolo ICV.




