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RESUMEN

En el afo 2008 la enfermedad vascular cerebral (EVC) ocup6 el tercer lugar
entre las causas de mortalidad. La isquemia cerebral forma parte de estas
enfermedades, consiste en la reduccion transitoria o permanente en el flujo
sanguineo cerebral (FSC) limitada al territorio de una arteria cerebral importante. En
la mayoria de los casos, ésta reduccidon es causada por la oclusiéon de una arteria
cerebral, ya sea por un émbolo o por trombosis local y puede tener manifestaciones
temporales o permanentes, lo cual implica un dano neuronal irreversible. Una vez
que existe oclusion de un vaso cerebral con la consecuente obstruccion del FSC,
se desencadena una cascada de eventos bioquimicos que inicia con la pérdida de
energia y termina en muerte neuronal. Los mecanismos patdégenos mas importantes
en la cascada de muerte neuronal que se desemboca incluyen periinfarto,
despolarizacion membranal, lesibn mitocondrial, muerte celular programada, e
inflamacion. Dichos procesos de inflamacion se acompafan de la infiltracion de
leucocitos, especialmente neutrdfilos, en el parénquima cerebral lo cual contribuye
al dano cerebral observado después de la isquemia.

La Agmatina es una amina bidogena sintetizada por la arginina
descarboxilasa, la cual forma parte de la membrana mitocondrial celular, y ha sido
descrita como un agente neuroprotector con propiedades anti-inflamatorias, sin
embargo, su funcidn en el cerebro no se conoce totalmente. En este trabajo se
buscé6 comprobar si la Agmatina es un potencial agente farmacolégico
neuroprotector, y antiinflamatorio contra la Isquemia cerebral inducida con el Modelo
SSACC.

Nuestros resultados histolégicos y conductuales, muestran efectos
neuroprotectores en cuanto a la disminucién de déficits neuroldgicos y reduccién de
reactividad microglial se refiere, los resultados arrojan datos importantes que

pueden dar paso a la ampliacién de esta linea de investigacion.

Palabras clave:

Isquemia cerebral aguda, Neuroproteccion, Agmatina, Microglia.



1. ANTECEDENTES

1.1 Enfermedad vascular cerebral (EVC).

Las enfermedades vasculares cerebrales o EVC, son trastornos clinicos
patolégicos del sistema nervioso central (SNC) que se producen como
consecuencia del compromiso de los vasos que lo irrigan (Hospital General de
México, 2011), lo cual produce isquemia y alteraciones del metabolismo celular
(Arana Chacoén, Uribe Uribe, Mufoz, Salinas Duran , & Celis Mejia, s.f), esta
disfuncion se debe a alteraciones circulatorias por la oclusion, transitoria o definitiva
del arbol arterial encefalico determinando o una deficiencia funcional y vital en el
territorio afectado (Hospital General de México, 2011). Las EVC se caracterizan por
un rapido desarrollo de sus signos y/o sintomas neurolégicos focales o globales,
que persisten por mas de 24 horas, sin otra causa aparente que el origen vascular.
Este tipo de alteraciones cerebrovasculares causan secuelas y en algunos casos la
muerte (Arauza & Ruiz Francob, 2012; Arana Chacon, et al. s.f; Silva, Zarruk,
Quintero, Arenas, Rueda Clausen, Silva & Estupifian, 2006).

La enfermedad cerebrovascular aguda (o ictus), engloba de forma genérica a un
grupo de trastornos que incluyen la isquemia cerebral, la hemorragia intracerebral y
la hemorragia subaracnoidea (Martinez Vila, Murie Fernandez, Pagola, & Irimia,
2011).

1.1.1 Epidemiologia

Las EVC representan un problema de salud publica en México, con
incremento en la tasa de defuncion de 25.2% en el afio 2000 a 28.3% por cada
100,000 habitantes en 2008. Se ha estimado que ocurren alrededor de 230 casos
de EVC por cada 100,000 habitantes mayores de 35 afios y una prevalencia de 8
casos por cada 1,000 habitantes (Cantu Brito, et al., 2011). En el afio 2008 en
nuestro pais las EVC ocuparon el tercer lugar entre la causas de mortalidad, dando

cuenta de mas de 30,000 defunciones en ese afo (Chiquete, et al., 2012). El



envejecimiento de la poblacién y un estilo de vida poco saludable han hecho que
las EVC sean la principal causa de discapacidad en adultos ratificandose en ano
2012 como la tercer causa de muerte en México con cerca de 150 mil decesos por
afio provocando que en nuestro pais se aprecie un fendmeno en ascenso de la
incidencia de EVC, también ocasionado por la creciente frecuencia de factores de
riesgo, mientras que en paises desarrollados la mortalidad por EVC ha mostrado un
patrén descendente (Arauz, 2012; Chiquete, et al., 2012; Organisation for Economic

Co-operation and Development, 2015).

La prevalencia de infartos cerebrales se encuentra en aumento debido a que
el 80% de los casos se relacionan con obesidad, diabetes, hipertension arterial,
cardiopatias, colesterol, triglicéridos elevados; sin embargo, también existen otros
factores de riesgo poco conocidos y diagnosticados como la fibrilacion auricular, la
cual se define como una arritmia cardiaca frecuente en adultos que afecta a mas de
un millén de mexicanos (Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, 2012). La
edad, el sexo y factores modificables como la dieta, el consumo de cigarrillo y
alcohol también son un factor de riesgo, y aunque afecta a todos los estratos de la
poblacién, su aparicién se incrementa a partir de los 55 afios (Fernandez Gémez,
et al., 2008; Rodrigez Acosta, Campo Batueca, Sarduy Ramos, & Baez Medina,
2004). De acuerdo a proyecciones de la Organizacion Mundial de la Salud, es
posible que para el afio 2020 las EVC sean la principal causa de muerte en nuestro

pais.

1.1.2 Clasificacion de las EVC
Las enfermedades vasculares cerebrales suelen dividirse en funciéon de su

naturaleza obteniendo asi dos grandes grupos, isquémicas y hemorragicas
(Martinez Vila, et al., 2011; Fig.1).
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Figura 1. Clasificacion de las enfermedades Vasculares Cerebrales Agudas (EVCA)
o ictus segun su naturaleza. AlT: ataque isquémico transitorio; LACI: infarto lacunar;
PACI: infarto parcial de la circulacion anterior; POCI: infarto de la circulacion posterior;
TACI: infarto completo de la circulacion anterior (tomado y modificado de Martinez
Vila, et al., 2011).

Las hemorragicas son consecuencia de la rotura de un vaso dando lugar a una
concentracion hematica en el parénquima cerebral o en el espacio subaracnoide
(Arauza, et al.,, 2012). De acuerdo con Pedraza (2002), dichos eventos
hemorragicos constituyen entre el 10 y el 15% de las EVC, prevaleciendo en
personas hipertensas mayores de 50 afos de edad (Arana Chacon, et al. s.f;
Martinez Vila, et al., 2011).

1.2 Isquemia cerebral

La isquemia cerebral representa entre el 70 y el 85% de los EVC, y es la
consecuencia de una reducciéon transitoria o permanente en el FSC limitada al
territorio de una arteria cerebral importante. La isquemia puede afectar solamente
una zona del encéfalo (isquemia focal); o puede comprometer todo el encéfalo
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simultaneamente (isquemia global) como sucede en un paro cardiaco o casos de
hipotension grave (Martinez Vila, et al., 2011).

La reduccioén del flujo sanguineo, en la mayoria de los casos, es causada por
la oclusién de una arteria cerebral, ya sea por un émbolo o por trombosis local,
(Dirnagl, ladecola , & Moskowitz, 1999) y puede tener manifestaciones transitorias
o permanentes, lo cual implica un dafio neuronal irreversible (Arauza, et al., 2012).

Se habla de isquemia cerebral transitoria (ICT) cuando los sintomas/signos
provocados por la isquemia cerebral se revierten por completo sin que haya infarto
agudo asociado, o de isquemia cerebral aguda (ICA) cuando el déficit neuroldgico
focal produce una necrosis tisular que se observa en neuroimagen (Martinez Vila,
et al., 2011).

1.2.1 Isquemia cerebral transitoria

La Isquemia Cerebral Transitoria (ICT) se define como episodios de déficit
neurolégico focal, que tienen una duracion inferior a 24 horas y que son
consecuencia de la isquemia cerebral, en los cuales no existe dano neuronal
permanente (Arana Chacon, et al., s.f). La propuesta actual para definir la ICT
establece un tiempo de duracién de los sintomas no mayor a 60 min, con
recuperacion espontanea, ad-integrum y estudios de imagen (preferentemente
resonancia magnética) sin evidencia de lesion. Estudios recientes muestran que
los pacientes con ICT tienen mayor riesgo de desarrollar una ICA en las 2 semanas

posteriores (Arauza, et al., 2012).

1.2.2 Isquemia cerebral aguda

La ICA resulta de la interrupcién abrupta del flujo sanguineo (Pedraza, 2002),
se produce cuando la isquemia cerebral es lo suficientemente prolongada en el
tiempo como para producir un area de necrosis tisular, presentandose déficits
neurolégicos con una duracion superior a 24 horas, aun cuando en menos tiempo
se puede observar la lesion isquémica evidenciandola en estudios de neuroimagen
(Diez Tejedor, Del Brutto, Alvarez Sabin, Mufioz & Abiusi, 2001; Martinez Vila, et
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al., 2011). En comparacion con la ICT en la ICA las consecuencias son permanentes
e incluso puede ocasionar la muerte (Arauza, et al.,, 2012). La ICA puede ser
clasificada de acuerdo a su mecanismo de produccién el cual puede ser trombdtico,

embdlico o hemodinamico. (Diez Tejedor, et al., 2001; Martinez Vila, et al., 2011).

En caso del trombdtico existe una estenosis u oclusion de una arteria cerebral
intra o extracraneal (Fig.2). El infarto trombdtico ocurre generalmente cuando un
trombo crece sobre una placa aterosclerotica u otra lesién vascular (Diez Tejedor,
et al., 2001). La aterosclerosis, es la acumulacién de depdsitos grasos y con
frecuencia es responsable de la formacion de dichos coagulos (Reséndiz, 2010). En
algunas circunstancias el infarto tromboético puede ser precipitado debido a un

estado hipercoagulable (Alcaraz Moreno, 2002).

En cuanto al mecanismo embadlico, la oclusion ocurre en una arteria y es
causada por un émbolo distal a un punto donde exista un adecuado flujo colateral
(Diez Tejedor, et al.,2001; Fig. 2); es decir, el coagulo que bloquea se origina en
alguna parte alejada del cerebro (Reséndiz, 2010). El émbolo se origina
proximalmente; puede ser arterio- arterial (el cual se desprende un trombo de la
pared arterial e impacta distalmente al ser arrastrado por la corriente sanguinea al
cerebro, el coagulo llega a un punto en el que es lo suficientemente estrecho como
para no poder continuar y tapa el vaso sanguineo, cortando el abastecimiento de
sangre, este bloqueo subito se llama embolia) (Reséndiz, 2010), o cardiaco
(procedente de la circulacién venosa pasa al corazén izquierdo a través de una

comunicacién derecha- izquierda) (Diez Tejedor, et al., 2001).

Por otro lado en la ICA causada por el mecanismo hemodinamico, el evento
ocurre cuando la perfusion global cerebral esta criticamente disminuida, debido a
una hipotension arterial importante, y el flujo compensatorio colateral es insuficiente.
Este tipo de evento se favorece si coexiste una estenosis grave o una oclusion
arterial (Martinez Vila, et al. 2011; Diez Tejedor et al., 2001). Dichas oclusiones
suelen producirse en el area limitrofe entre dos territorios arteriales principales. Se
denominan también infartos frontera o de ultimo prado. Las localizaciones

habituales son: entre la arteria cerebral media (ACM) y la anterior, entre la ACM y
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la posterior, y entre los territorios superficial y profundo de la misma arteria (Diez
Tejedor, et al., 2001).

Figura 2. Accidentes cerebrovasculares. a) representa la obstruccion ocasionada por
un émbolo en la ACM, transportado desde una arteria proximal o desde el corazon.
b) ilustra la obstruccion causada por un trombo en la ACM con previas lesiones
(tomado y modificado de Ardila & Ostrosky, 2012).

1.2.3 Vascularizacion cerebral

Dentro del organismo, el metabolismo, flujo sanguineo y consumo de oxigeno
estan estrechamente acoplados y cambian de forma paralela. Particularmente el
cerebro siendo apenas el 2% del peso total del organismo consume el 20% de
oxigeno del total de éste (49 ml/ min de oxigeno). Dado su alto consumo de oxigeno
es un 6érgano muy sensible a su déficit, y la interrupcion de aporte sanguineo
produce la pérdida de conciencia en 10 segundos lo cual puede producir dafos
irreversibles si la interrupcidn se prolonga entre 8 y 10 min. Las estructuras
vegetativas del SNC son mas resistentes a la hipoxia (Dieguez Castrillo, 2015), en
contraste con estructuras de elevado consumo de oxigeno como ganglios basales,
talamo, coliculos superiores, y principalmente la region CA1 de hipocampo la cual
es mas sensible que otras estructuras a la hipoxia breve y por consiguiente mas
vulnerable a la muerte celular inducida por la falta de irrigacion sanguinea (Dieguez
Castrillo, 2015; Kawasaki, Traynelis, & Dingledine, 1990; Traystman, 2003).
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El FSC representa el 15 % (55ml/ min/ 100g) del gasto cardiaco total en
reposo (750/min; 54 ml/100 g/ min). El FSC global se refiere al flujo sanguineo que
llega a todo el cerebro, por otro lado el flujo sanguineo local se refiere al flujo

sanguineo de una region cerebral determinada (Diéguez Castrillo, 2015; Fig.3).

Figura 3. Territorios de irrigacion arterial. Arteria cerebral anterior (en verde): se
encarga de irrigar la cara mesial del I6bulo frontal, incluyendo el polo frontal y la parte
superior del I6bulo frontal y el I6bulo parietal. Arteria cerebral posterior (en azul) irriga
polo occipital, el tercio posterior medial del hemisferio cerebral y la porciéon temporal
inferior. ACM (en rojo): irriga la parte medial de estructuras subcorticales como
ganglios basales, tdlamo y capsula interna, también irriga a Iébulos, circunvoluciones
superiores y media del I6bulo temporal y zonas laterales de los I6bulos parietal y
occipital (Ardila et al., 2012; figura tomada y modificada de Diéguez Castrillo, 2015).

El aporte de sangre al cerebro y parte de la médula espinal, se hace a
través de los sistemas carotideo interno (75% de aporte sanguineo) y vertebro-
basilar (25% del aporte sanguineo) (Diéguez Castrillo, 2015). Las arterias carétidas
irrigan la circulacion anterior, incluyendo la mayoria del prosencéfalo exceptuando
el I6bulo occipital y la superficie inferior del I16bulo temporal. La bifurcacion de la
arteria carétida comun (Fig. 4) es un lugar habitual de formacién de placas en la
ateroesclerosis, conduciendo a una oclusion gradual del flujo sanguineo hacia el
prosencéfalo por la parte ipsilateral. Por su lado el sistema vertebro-basilar irriga la
region posterior del encéfalo, incluyendo la mayor parte del tronco encefalico, parte
del diencéfalo y los l6bulos occipital e inferior temporal del prosencéfalo (Felten &
Shetty, 2010).
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Figura 4. Dibujo esquematico del origen de los vasos sanguineos cerebrales desde
el arco adrtico. La figura ilustra la bifurcacion de la arteria carétida comun (tomada y
modificada de Egan, 2005).

El poligono de Willis comunica a los sistemas, carotideo y vertebro-basilar y los
lados derecho e izquierdo permitiendo que la sangre proveniente de las arterias
carotidas internas y el tronco basilar se distribuya a ambos hemisferios (Diéguez
Castrillo, 2015; Fig. 5).

Figura 5. Comunicacion de Sistema Carotideo y Vertebro-basilar a través del
poligono de Willis (tomado y modificado de Diéguez Castrillo, 2015).

1.2.4 Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral Aguda

La extension de las lesiones tisulares desencadenadas por un evento
isquémico dependera del grado de disminucion del FSC regional, de la duracién de

la isquemia, asi como de la cantidad y calidad de la circulacién colateral existente,
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proporcionada sobre todo por el poligono de Willis. Dicho mecanismo de circulacion
colateral es mejor cuando la oclusion se da progresivamente en comparacion de

cuando sucede de forma subita (Alcaraz Moreno, 2002).

En condiciones normales el FSC es de 55ml/100gr/minuto, lo que asegura
una liberacién continua de oxigeno y glucosa que sirven como substratos para
mantener los potenciales de membrana celular, asi como la sintesis y liberacion de
neurotransmisores (Arauz, Murillo, & Bonnin, 2002). Cuando el FSC regional
desciende hasta cifras inferiores a 10-15ml/100gr/min el dafio neuronal puede ser
irreversible (Arauz, et al., 2002), produciéndose fallos en las funciones membranales
con pérdida de la homeostasia celular idnica y la muerte neuronal después de 30
minutos (Alcaraz Moreno, 2002), mientras que en las regiones que rodean a esta
zona, la reduccién del flujo es menor (de 15 a 35ml/100gr/min) y la evolucién a

irreversible es menos rapida (Arauz, et al., 2002).

Teniendo en cuenta la existencia de éstos umbrales de flujo a partir de los
cuales se van perdiendo funciones celulares se puede entender que existan areas
de tejido sometidas a mayor grado de isquemia, como son aquellas que dependen
estrictamente de la arteria afectada, con ausencia total o casi total de FSC, asi
como las zonas mas susceptibles, que sufriran de manera practicamente inmediata
la muerte de todo tipo de células, ésta zona directamente afectada se denomina
nucleo de infarto (Lecifiana, 2011; Fig.6). El nucleo de infarto puede volverse mas
extenso si la zona alrededor de este no es tratada convenientemente, dicha zona
es denominada periférica o de penumbra isquémica (Alcaraz Moreno, 2002), en la
cual se conserva un FSC de 15 a 35ml/100gr/min (Arauz, et al. 2002), en esta zona
la funcién neuronal eléctrica esta abolida, sin embargo, las neuronas se mantienen
viables hasta que la produccion de Adenosin Trifosfato (ATP) cae por debajo del
50% de los niveles normales (Arauz, et al., 2002), no obstante, la preservacion del
metabolismo energético la hace potencialmente reversible de la isquemia y tiene
entre otras caracteristicas una relacion temporal con el area focal de necrosis, por
lo que su conversién a isquemia es un fendémeno relativamente progresivo (Alcaraz
Moreno, 2002).
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El concepto de penumbra ha tenido gran impacto clinico debido a que, se
asume como una zona potencialmente viable, en la que la integridad de la
membrana celular se preserva y puede ser rescatada de la necrosis (Arauz, et al.,
2002), por lo tanto es transitoriamente susceptible de recuperacion si la
hipoperfusion y las alteraciones que ésta produce se corrigen, y por tanto es la diana
de las medidas terapéuticas dirigidas a reducir la lesion y las secuelas tras la
isquemia cerebral. Cuando la hipoperfusion se prolonga por demasiado tiempo las
alteraciones bioquimicas que resultan del trastorno de la funcion celular,
denominadas cascada isquémica, terminaran provocando la pérdida irreversible de

la vialidad celular causando su muerte (Lecifiana, 2011; Leén R., et al., 2015).

El periodo de tiempo durante el cual la penumbra persiste representa una
ventana de oportunidad terapéutica que depende fundamentalmente de la
severidad de la isquemia, del FSC proveniente de colaterales, de la vulnerabilidad
selectiva del tejido neuronal afectado y de factores sistémicos, tales como la
glucemia sérica, la presion arterial sistémica y la temperatura corporal (Arauz, et al.,
2002).

Figura 6. La imagen representa el nucleo isquémico con dafnos irreversibles rodeado
del area de penumbra, ésta ultima con posibilidades de recuperacion, blanco
farmacologico. (Tomado y modificado de Jordan, lkuta, Garcia, Calleja & Segura,
2007).
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La isquemia cerebral es un fenébmeno dinamico, complejo, y tiene lugar de
manera abrupta. La lesion cerebral y alteraciones moleculares que se producen en
las células (tanto neuronas como en glia y en elementos vasculares de la
microcirculacion en la zona afectada) después de la ICT y la ICA se desarrollan a
partir de una compleja serie de eventos fisiopatolégicos que evolucionan en el
tiempo y el espacio (Dirnagl, et al.,1999; Lecifiana, 2011), ocurren de manera
secuencial dependiendo de la gravedad de la isquemia, y de que se apliquen o no
medidas terapéuticas dirigidas a proteger el tejido afectado (Lecifiana, 2011). Una
vez que se presenta la disminucion del FSC, privando al tejido cerebral de oxigeno
y alimento en cuestién de minutos (Mayo Clinic, 2014), se desencadena una
cascada de eventos bioquimicos que inicia con la pérdida de energia, por la falta de
sintesis de ATP dando lugar a los mecanismos de glucdlisis anaerobia con
produccion de acido lactico y acidosis intra y extracelular (Alcaraz Moreno, 2002;
Arauza et al., 2012).

Como se menciond antes la muerte celular por isquemia es un proceso
dependiente del tiempo por lo que si se logra la reperfusion antes de que
transcurran de 3 a 6 horas desde el inicio del evento isquémico es posible minimizar
la lesidn. Sin embargo, si se retrasa mas de éste periodo, suele aparecer la
denominada lesion por reperfusion, que incluso puede empeorar la lesion tisular.
Asi, la restitucién del aporte de oxigeno favorece la produccidon de los radicales
libres, y la recirculacion provoca un mayor edema vasogénico (Alcaraz Moreno,
2002).

A los 10 segundos de disminuir el FSC se produce una insuficiencia metabdlica
del tejido cerebral, estudios electroencefalograficos registran un enlentecimiento de
la actividad eléctrica y la disfuncién cerebral se hace evidente. Cuando la circulacion
se repara inmediatamente, se produce una recuperacion brusca y completa de la
funcién. En contraste la hipoperfusion persistente durante varios minutos da lugar a
una lesién neuronal, si se restaura el flujo, la recuperacion de la funcion tiene lugar
durante varios minutos u horas, pudiendo ser incompleta. Ademas durante la

insuficiencia circulatoria, los elementos sanguineos pueden aglutinarse, el endotelio
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capilar puede edematizarse vy el flujo sanguineo puede no llegar a reestablecerse
incluso aunque la causa primaria del fallo de flujo se corrija. Periodos mas
prolongados de isquemia producen necrosis tisular. En esta situacion aparece
edema cerebral, que progresa a lo largo de los 2 a 4 dias siguientes (Alcaraz
Moreno, 2002).

En el nucleo de infarto, los primeros eventos después de la disminucién del FSC
son la inhibicion en la sintesis de proteinas, depresion de las reservas de energia
intracelular, despolarizacion de la membrana celular, y liberacion de potasio (K¥)
intracelular, seguido de entrada de calcio (Ca?*) a la célula, liberacién de
neurotransmisores, y compromiso metabodlico celular, lo cual conduce a la
peroxidacidn lipidica debido a la captura de electrones de los lipidos en las
membranas celulares por parte de los radicales libres, dando como resultado final

la destruccion nuclear y la muerte neuronal (Arauz, et al., 2002).

A nivel molecular la disminucion del FSC se expresa con el aumento en la
extraccion de oxigeno, mayor demanda de glucosa, y acidosis lactica. Durante la
isquemia cerebral, las fuentes de almacenamiento del ATP se ven rapidamente
reducidas, lo que produce una despolarizacion permanente de la membrana celular
por apertura de los canales de Ca?*dependientes de voltaje, y pérdida del gradiente
ionico. Inmediatamente después se presenta una entrada masiva de Ca?* al espacio
intracelular, acidosis y disfuncién en los neurotransmisores. Existe ademas,
liberacion presinaptica excesiva de glutamato, que estimula a los receptores post
sinapticos, especialmente al receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) que en conjunto
con el glutamato, perpetian la entrada de Ca?* a la célula. Otras alteraciones del
flujo i6nico se producen por interaccion del glutamato con sus receptores
metabotropicos y a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazole-acido propionico (AMPA)
(Arauz, et al., 2002). Entre los mecanismos patdégenos mas importantes en la
cascada de muerte neuronal que se desemboca se incluyen la lesion mitocondrial,
inflamacion (Dirnagl, et al., 1999) y la formacién de radicales libres (Arauza, et al.,

2012) a causa de la liberacion excesiva de glutamato, responsable en gran parte de
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los fendmenos de excitotoxicidad, con sintesis y liberacion de radicales libres en el

tejido cerebral isquémico (Torregosa, Salom, Jover Mengual, & Alborch, 2007).

El glutamato actua, por un lado, sobre sus receptores principalmente del tipo
AMPA y NMDA, en éstos ultimos desplazando el magnesio que, en situaciéon de
reposo, actua bloqueando el paso de otros iones; de este modo se abre una nueva
via que permite el paso de iones calcio al interior de la célula. El glutamato también
induce la formacion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés). Radicales libres como NO y ROS tienen, en condiciones
normales, funciones fisioldgicas; de hecho a nivel cerebral el NO actua como
segundo mensajero y provoca vasodilatacion arteriolar cuando actua sobre los

vasos sanguineos (Castellanos , Sobrino, & Castillo, 2006) .

ElI NO se sintetiza a partir de la L-arginina gracias a la accion de la enzima NOS,
de la cual se conocen tres isoformas, neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e
inducible (iNOS) la sobreactivacion de éstas isoformas ocasiona la sobreproduccion
de NO, el cual tiene una vida media muy corta y, en condiciones normales, las
pequenas cantidades producidas son metabolizadas por mecanismos enzimaticos
(superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y mecanismos no
enzimaticos como las vitaminas C, E y la glutation; de modo que existe un equilibrio

entre los radicales que se producen y los que son eliminados.

Durante la isquemia cerebral se producen concentraciones anormalmente
elevadas de sustancias oxidantes (Lecinana, 2011), entre las que se encuentran el
anién superoxido (02°), el radical hidroxilo (OH"), el NO y el anién peroxinitrito
(ONOOQO"); todas ellas implicadas en el dafo neuronal que ocurre durante la
isquemia; el O2- se considera el agente oxidante mas importante, pues causa dafio
cerebral directamente y por reactividad con el NO, al generarse ONOO- (Torregosa,
et al., 2007; Fig. 7).

Entre los efectos nocivos de los radicales libres liberados en el tejido cerebral
isquémico se encuentran, la generacion del ONOO-, que es muy toxico por su alta

capacidad oxidante, produciendo entre otros efectos peroxidacion lipidica, nitracion
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de grupos tirosina, oxidacion y nitrosilacion de grupos sulfidrilo y rotura del ADN,
también se produce la inhibicidon de enzimas antioxidantes causada por el NO como
la glutation peroxidasa y a la citocromo c oxidasa que se encuentra a nivel
mitocondrial, alterando la cadena respiratoria. La inhibicion de la cadena respiratoria
mitocondrial hace que se reduzca la produccién de ATP (Hurtado, Moro, & Sobrado,
2007).

Isquemia

v
Reduccién flujo sanguineo
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Figura 7. El esquema ilustra la temporalidad de los eventos resultantes de la
hipoperfusién sanguinea. Tomada y modificada de Hernandez Aguilar, 2013.

La actividad de las isoformas nNOS y eNOS de la NOS, esta regulada por el
calcio (Lecifiana, 2011). Su activacion durante la isquemia cerebral ocurre
principalmente en las fases iniciales. La iINOS, por su parte, se ha identificado en
diferentes tipos celulares del sistema nervioso como astroglia, microglia, neuronas,
células del musculo liso y endotelio vascular y también en los neutrdfilos infiltrados
en el tejido cerebral isquémico. Esta isoforma es inducida por mediadores
inflamatorios y es independiente del calcio, produce de forma retardada incrementos
significativos en la concentracién de NO en el area isquémica que contribuyen de
forma importante a la progresion del dafio cerebral induciendo la fusion de vesiculas

sinapticas a la membrana, con liberacion de neurotransmisores como el glutamato
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a la hendidura sinaptica, contribuyendo aun mas al dafo por excitotoxicidad
(Torregosa, et al., 2007). Se ha demostrado que la inhibicién de la nNOS reduce el
tamano del infarto en modelos experimentales de isquemia cerebral (Castellanos et
al., 2006).

De acuerdo a la evidencia los procesos inflamatorios desatados en la isquemia
contribuyen a la progresion del dafio cerebral, al menos en su fase aguda
(Torregosa et al., 2007). Estos mecanismos inflamatorios han sido asociados con
un mayor riesgo de accidente cerebrovascular tras un primer ictus isquémico (del
Zoppo, 2006). EI SNC cuenta con células inflamatorias innatas como la microglia y
los macrofagos, que poseen una funcion importante en la recepcion y propagacion
de sefales inflamatorias. Dichos procesos inflamatorios que tienen lugar después
de un infarto cerebral se caracterizan por dos procesos, la infiltracion de leucocitos,
especialmente neutrofilos, en el parénquima cerebral (Cuenca Lopez, y otros, 2010)
y la activacion de la microglia, ambos procesos surgen como respuesta a la lesion
y pueden contribuir al dafio cerebral observado después de la isquemia (Torregosa
et al., 2007).

1.2.5 Activacién microglial.

Generalmente la microglia se encuentra en una fase de reposo y constituye entre
un 5% y 20% de la poblacion glial (Deb, Sharma, & Hassan, 2010), forma una red
diseminada en el SNC capaz de detectar y reaccionar ante las modificaciones del
ambiente (Cuenca Lopez, et al.,, 2010). Durante la isquemia, dependiendo
del tiempo y la extensién, se activan, y someten a una transformacion morfologica
y metabdlica importante (Deb. Et al., 2010).Tras la activacién de la microglia puede
aumentar la expresion de mediadores inflamatorios como las citocinas, quimiocinas
y prostaglandinas, que sobre regulan las moléculas de adhesién y aumentan la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, facilitando la invasion de células
inflamatorias circulantes y la posterior liberacion de moléculas toxicas para las

neuronas; por lo tanto, en la isquemia cerebral aumenta la permeabilidad de la
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barrera hematoencefalica y las células inflamatorias entran en contacto con los
antigenos del SNC tanto en el cerebro como en la periferia (Cuenca et al., 2010).

En el cerebro maduro, la microglia se encuentra en reposo y posee una
morfologia ramificada capaz de monitorizar el ambiente cerebral (Cuenca Lopez, et
al., 2010). Las células microgliales son los macrofagos residentes en el cerebro y
desempenfian importantes funciones como células inmunocompetentes y
fagociticas, ademas actuan como secuestradores de radicales libres durante la
isquemia. Sin embargo, tras la isquemia, durante su etapa reactiva éstas células se
transforman en fagocitos (Torregosa et al., 2007) y su excesiva activacion puede
destruir tanto neuronas sanas como dafiadas (Hong, Yun Kim, lizuka, Eun Lee, &
Seong, 2011).
Normalmente los cambios neuroinflamatorios de la microglia son transitorios y se
presentan unicamente ante el estimulo inmune, sin embargo, los procesos
asociados al envejecimiento o a una enfermedad neurolégica pueden provocar un
ambiente donde la microglia sea mas reactiva a un estimulo inmune periférico. Asi
en respuesta a ciertos procesos como la isquemia cerebral la microglia se activa
rapidamente y secreta una gama de factores, algunos implicados en la apoptosis y
la liberacién de mediadores inflamatorios pocos minutos después del evento
isquémico exacerbando el dafo tisular, como la enzima elastasa, factor de necrosis
tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), factor de crecimiento transformante beta y
radicales libres oxidativos, por otro lado también se ha visto implicada en la
liberacion de factores tréficos y antiinflamatorios como las interleucinas 5,6 y
10 (Arango Davila, Escobar Betancourt, Cardona Gémez , & Pimienta Jiménez,
2004; Cuenca et al., 2010; Romano, 2011). Mas tardiamente la microglia puede
fomentar la supervivencia de las células y la reparacion de los tejidos por la sintesis
de factores de crecimiento como las interleucinas 1 y 3,y los factores de
transformacion y crecimiento celular, que estimulan la astrogliosisy la
supervivencia neuronal (Arango Davila et al., 2004).

Las caracteristicas morfoldgicas de la microglia varian de acuerdo a su estado
funcional. En el caso de la isquemia, depende del grado de afectacion del tejido.

Presentandose asi tres tipos morfolégicos:
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— Microglia ramificada o microglia de reposo.

— Microglia activa (se observa en sitios donde la afectacion isquémica es subletal
se activa en el lapso de la primera hora de la lesién isquémica)

— Microglia reactiva (se observan en la lesion isquémica en el lapso de las primeras
seis horas y aumentan su numero de forma importante hasta las 24

horas) (Arango Davila et al., 2004; Bronstein, Torres, Nissen, & Tsirka, 2013).

En algunos estudios se ha observado que pacientes con infarto cerebral
agudo muestran una evolucion mas favorable mediante el tratamiento con farmacos
inhibidores de la activacion de la microglia, como la minociclina, la cual es un
derivado de las tetraciclinas que presenta acciones antiinflamatorias, lo cual
probablemente funciona como un citoprotector del SNC (Cuenca Lépez, et al.,
2010).

Farmacologicamente la cascada de eventos fisiopatologicos tras la isquemia
puede ser modificada y disminuir sus efectos deletéreos, lo que representa en la
actualidad una de las areas de investigacion mas activa (Arauza et al., 2012). El
blanco de intervencién terapéutica después del accidente cerebrovascular es la ya
mencionada zona de penumbra, dadas las caracteristicas del tejido en esta zona

se convierte en un objetivo potencialmente recuperable (Castellanos et al., 2006).

1.2.6 Signos, sintomas y cuadros clinicos de la Isquemia Cerebral Aguda

Un EVC es una emergencia médica. Cada minuto cuenta cuando alguien esta
sufriendo un EVC. Cuanto mas tiempo dure la interrupcién del flujo sanguineo hacia
el cerebro, mayor es el dano. La atencién inmediata puede salvar la vida de la
persona y aumentar sus posibilidades de una recuperacidén exitosa (Reséndiz,
2010).

Antes de presentarse un episodio de ICA en general se presentan signos de
alarma identificados y clasificados por el Instituto Nacional de Neurologia y

Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” de la siguiente forma:
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o Entumecimiento, debilidad o paralisis de la cara, el brazo o la pierna, en uno o

ambos lados del cuerpo y que aparece en forma repentina.

o Ocurrencia subita de vision borrosa o reduccion de la vision en uno o ambos
0jos.

o Aparicion brusca de mareos, pérdida del equilibrio o caidas sin explicaciones.

o Incapacidad repentina para comunicarse ya sea por dificultad para hablar o

entender.

o Aparicion subita de dolor de cabeza, de gran intensidad y sin causa conocida.

Regularmente la sintomatologia de los EVC en el hemisferio izquierdo es mas
evidente dada la afeccion del lenguaje. Hay multiplicidad de defectos en el
conocimiento espacial, en el conocimiento de si mismo, en la realizacion de tareas
constructivas, etc., que se relacionan con dafio en el hemisferio derecho y que

pueden pasar completamente inadvertidos (Ardila et al., 2012).

Estos signos de alarma pueden durar sélo unos cuantos minutos al tratarse de un
evento transitorio y luego desaparecer, sin embargo en la ICA las consecuencias
son mayores Yy requieren de atencion médica inmediata. Los efectos de un EVC
pueden variar desde leves hasta severos, y pueden incluir paralisis, problemas de
raciocinio, del habla, problemas de vision, y problemas en la coordinacion motora
(Reséndiz, 2010).

La realizacion de una evaluacidon correcta de los sintomas y signos
neuropsicolégicos es de gran importancia, la exploracion adecuada permite precisar
la region vascular afectada, la extension y severidad del accidente en cuestion
(Ardila et al., 2012). Los sintomas presentados por cada paciente dependeran del
territorio arterial afectado, debido a que los cuadros clinicos resultantes de la
afectacion de los grandes vasos son caracteristicos para cada uno (Diez Tejedor et
al., 2001; Tabla 1).
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Tabla 1. Descripcién de signos y sintomas caracteristicos de cada territorio arterial
(Basada en Diez Tejedor et al., 2001).

El cuadro neurolégico puede variar desde la monoparesia a la

o hemiparesia con o sin defecto homénimo en la vision, deterioro del

Arteria Carotida Interna habla o lenguaje, diversas variedades de agnosia y defectos
sensitivos desde parcial hasta total.

Su afectacién origina un déficit grave que incluye hemiplejia,

hemihipoestesia, hemianopsia homdnima, paresia de la mirada

) N contralateral y, si el infarto es en el hemisferio dominante, afasia. La

Arteria Cerebral Media oclusién del tronco de la arteria cerebral media puede originar
primariamente un déficit motor

La obstruccion distal se asocia con debilidad del miembro inferior
opuesto, y debilidad de los misculos proximales de la extremidad
wporbr.hafochciénumﬁvadohnium&upuodoacmaﬂu
Arteria Cerebral Anterior a la paresia. También pueden aparecer apraxia, de la marcha,
apatia, desviacion oculocefalica, trastomos del comportamiento,
pnmonta contralateral, reflejos de liberacion frontal e incontinencia

Arteria Vertebral: . La oclusién de una arteria vertebral o de la
arteria cerebelosa inferior puede producir infarto bulbar lateral,
caracterizado por sUbito vértigo grave, nduseas, vomitos, disfagia,
ataxia cerebelosa ipsilateral, sindrome de Homer ipsilateral, y déficit
de la discriminacion de dolor y temperatura en la hemicara ipsilateral
y el hemicuerpo contralateral .

Arteria Basilar: La oclusién o estenosis de la arteria basilar

genera signos de deterioro tronco-encefélico bilateral, mientras que

los sindromes debidos a la estencsis u oclusidn de una rama afectan

a estructuras sdlo de un lado del tronco del encéfalo. La afectacion

de estas ramas pueden afectar motora o sensitivamente un lado de

: : la cara y el hemicuerpo contralateral. El vértigo y nistagmo pueden
Sistema Vertebrobasilar N

Arteria Cerebral Posterior: La mayoria de las oclusiones
produce un defecto visual homolateral, generaimente hemiandpsio o
cuadrantondpsico. Otros trastornos visuales, mas complejos, que
pueda producir son: palinopsia, poliopia, metamorfopsia, visién
telescopica, proscpagnosia, etc. Hay problemas adicionales como la
dislexia y la discalculia, que ocurren debido a la afectacién del
hemisferio dominante. La afectacién del hemisferio no dominante
puede producir un sindrome parietal. En el infarto talamico puede
ocurrir un déficit hemisensorial y, ocasionalmente, llevar a un
sindrome talamico. Cuando ambas arterias cerebrales postericres
estan ocluidas, se produce la ceguera cortical y frecuentemente
alteraciones del comportamiento.



1.3 Modelos animales de investigacion para Isquemia Cerebral

Gran parte del conocimiento actual sobre la patologia cerebrovascular se
debe a los estudios experimentales que han contribuido al mejor entendimiento de
los mecanismos fisiopatoldgicos que contribuyen al desarrollo de esta enfermedad.
Ademas, en el estudio de la isquemia cerebral humana, ha sido y es especialmente
relevante la necesidad de recurrir a los modelos experimentales debido al caracter
agudo de la enfermedad, a la rapidez con la que se produce el dafo cerebral vy,
obviamente, por la limitada accesibilidad al cerebro humano. Los modelos
experimentales de la isquemia cerebral permiten estudiar y conocer mejor la
patogénesis de la enfermedad y determinar los mecanismos celulares y moleculares
que se hallan implicados (Rosell, 2007). Por lo anterior, la seleccion de un modelo
experimental es fundamental para la interpretaciéon correcta de los resultados
obtenidos en cuanto a pruebas farmacoldgicas en busca de un neuroprotector
(Agulla, Argibay, Pérez Mato, Brea, Ramos Cabrer & Castillo, 2011).

Los modelos animales tienen como propdsito evitar que la glucosa llegue al
cerebro y que el oxigeno acceda al tejido cerebral dado que lo que se intenta es
reproducir el dano cerebral que acontece después del ictus. A pesar de las
diferencias entre especies, el parecido anatéomico y fisioldgico entre el cerebro
humano y el de algunos vertebrados superiores hace que en estos ultimos se hayan
desarrollado multitud de modelos in vivo de isquemia cerebral. Concretamente, han
sido los modelos en roedores, los mas utilizados, por el menor coste, manejo y
aceptacion ética. Dichos modelos pueden agruparse en dos categorias: modelos in
vitro a nivel celular o tisular, los cuales permiten efectuar un estudio a nivel mas
celular y molecular; y los modelos in vivo que se llevan a cabo con animales y
permiten, bajo condiciones muy controladas, reproducir la patologia humana
ademas de un estudio mas general de la isquemia cerebral (Rosell, 2007). Dentro
de los modelos in vivo se ha logrado caracterizar la evolucion de la isquemia

cerebral en modelos de isquemia cerebral focal y global (Agulla et al., 2011).

Los modelos de isquemia focal se inducen por la oclusién permanente o

transitoria de una arteria cerebral especifica que suele ser la ACM (Rosell, 2007),
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ejemplo de ello son los modelos de Sutura intracraneal de la ACM,
electrocoagulacion de la ACM, y la oclusién intraluminal de la ACM (Agulla et al.,
2011; Traystman, 2003). Existen también modelos de microembolismo los cuales
reproducen los focos de infarto producidos por microémbolos (Koizumi, Yoshida,

Nazakawa, & Ooneda , 1986), entre otros.

Es importante considerar que los modelos animales utilizados para las
pruebas preclinicas no reflejan con fidelidad lo que ocurre en los humanos, esta es
una limitaciéon que se debe tener en cuenta y por lo cual existen diferentes modelos

animales de isquemia cerebral (Rosell, 2007).

1.3.1 Modelo de Isquemia Cerebral de Seccion Secuencial de Arterias Carotidas

Comunes (SSACC)

En la actualidad se busca generar modelos de Isquemia que puedan
trasladarse a la clinica, entre los cuales cabe resaltar los modelos de isquemia
global en animales, tal es el caso del modelo de SSACC, dicho modelo de ICA busca

ajustarse a las condiciones clinicas (Rodriguez et al., 2000).

El modelo SSACC consiste en dos cirugias, en la primera se liga la arteria
carétida comun izquierda para su posterior seccionamiento; la segunda cirugia se
realiza 32 dias después de la primera y de la misma forma se liga la arteria carétida
comun derecha para su posterior seccionamiento. Luego de las dos cirugias el
sujeto conservara solamente la irrigacidon del sistema basilar. La ligadura
permanente de ambas arterias carétidas comunes reduce significativamente el FSC
lo cual de acuerdo a lo descrito anteriormente induce diferentes grados de déficits
conductuales y neurolégicos acompafnados de gliosis de la sustancia blanca y la
pérdida neuronal en la region CA1 del hipocampo (Rodriguez et al., 2000).

El empleo de roedores en los experimentos de isquemia cerebral ha sido una
constante al facilitar, por un lado el mantenimiento y cuidado de los animales en los
bioterios y por el otro por las similitudes anatdmicas que existen con los humanos.

En lo que respecta al sistema circulatorio la posicidn de las arterias cerebrales y
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carotidas es muy similar entre los roedores y el ser humano (Hernandez Aguilar,
2013; Fig.8).

Figura 8. Comparacion de Sistema Carotideo de humanos y ratones (Tomada y
modificada de Hernandez Aguilar, 2013).

1.3.2 Consecuencias Neuroconductuales inducidas por el modelo de isquemia

cerebral SSACC en ratones.

Se han observado diferentes secuelas neuroconductuales resultado de la
ICA inducida con el modelo SSACC. Entre estas secuelas se encuentran:
hipomobilidad (movilidad espontanea disminuida), postura lateralizada (posicién
anormal del cuerpo caracterizada por una tendencia persistente a apoyarse sobre
un lado del cuerpo), postura aplanada (posicion anormal del cuerpo caracterizada
por movimientos lentos y arrastrar el cuerpo a lo largo de la mesa de observacion),
espalda encorvada (presencia persistente de una postura agachada), piloereccion,
marcha ataxica (tenencia a balancearse, mecerse, o tambalearse a un lado mientras
el animal camina hacia adelante), rodear (espontanea o forzadamente
(empujandolo amablemente con un dedo) caminando consistentemente a un lado),
temblores, sacudimiento (abrupta sacudida del cuerpo), convulsiones
(sacudimientos repetitivos seguidos de la extension de las extremidades traseras),

respiracion cansada, flexion de extremidades anteriores, decremento de la fuerza
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muscular, incoordinacién motora y muerte (Rodriguez, Santiago Mejia, Gébmez, &
Ramirez San Juan, 2005).

La caracterizacion de estos déficits neuroconductuales causados por la
hipoperfusion inducida por el modelo SSACC, y la sobrevida ayudan a dilucidar el
grado de déficit y ademas de permitir una evaluacién cuantitativa de la eficacia
neuroprotectora de los farmacos que se prueben con dicho modelo, y del impacto

de la isquemia inducida (Rodriguez, et al., 2000).

La importancia de evaluar con precision el estado neurolégico de los
animales isquémicos en los estudios sobre la eficacia de un tratamiento dado es
obvia. La estimacién de la capacidad funcional en los animales por medio de
evaluaciones neuroldgicas cuantitativas proporciona una medida fiable para
determinar el curso y las consecuencias de las manipulaciones farmacolégicas. De
esta necesidad y tras la caracterizacion de los déficits neurolégicos provocados por
el modelo SSACC surge la Escala de Discapacidad Neurolégica (NDSS, por sus
siglas en inglés) para ratones, la cual consiste en una evaluacion neurologica
centrada en gran medida en la funcion motora, pero también incluye la medicién de
otras funciones cerebrales. La escala NDSS delinea seis grandes pasos progresivos
o grados de disfuncion global atribuible a la isquemia cerebral. Esta escala es en
una base de 0 a 10, éstos valores representan la suma de las deficiencias
neuroldgicas, arrojando una puntuacion equivalente al dafio funcional del cerebro,
independientemente de las estructuras implicadas (Rodriguez, Santiago Mejia,

Fuentes Vargas, & Ramirez San Juan, 2003).

1.4 Farmacos Neuroprotectores

En los ultimos afos se han estudiado diversos farmacos con posibles efectos,
pues se considera que la neuroproteccién aumenta la tolerancia del cerebro a la
isquemia (Lecifnana, 2011; Arauz, et al., 2002; Castellanos, et al., 2006; Arango, et

al., 2004); gran parte de los farmacos estudiados actuan en diferentes vias de
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activaciéon como: bloqueadores de los canales de sodio, inhibicidon del influjo de
calcio, inhibicion de calpainas, inhibicion de la glicina en el receptor NMDA,
antagonistas no competitivos de los receptores NMDA, antagonistas competitivos
del receptor NMDA, antagonistas del receptor AMPA, inhibicion de la sintesis de
proteinas, bloqueadores de sintesis de proteinas apoptoticas (caspasas), activacion
de receptores metabotropicos, neuroproteccién profilactica, atrapadores de
radicales libres, y agonistas de los receptores GABA. (Pedraza, 2002; Arauz, et al.,
2002; Réther, 2008) y farmacos con roles antiinflamatorios ya que estos han sido
asociados con una reduccion significativa del dafio isquémico (Deb, et al., 2010,
Rother, 2008). La lista de medicamentos a prueba en fase Il y Il de los ensayos es
larga. Una de las primeras sustancias que mostraron un efecto neuroprotector en la
isquemia experimental fue el NMDA antagonista MK-801,1 que protegia a las
neuronas piramidales de las areas CA1 y CA2 de hipocampo (Rdéther, 2008). Dentro
de estos farmacos los antagonistas de los canales del Ca?* son los que se han

estudiado con mas profundidad (Arauz, et al.,2002).

La nimodipina, una dihidropiridina, con efecto predominante sobre el sistema
nervioso, ha demostrado ser de utilidad en la prevencidon de vasoespasmo cerebral
secundario a hemorragia subaracnoidea. En ICA, uno de los estudios iniciales fue
el estudio INWEST (The Intravenous Nimodipine West European Stroke Trial) en el
que se demostré que administrada por via intravenosa, la nimodipina disminuye
significativamente la presion arterial media, la presion arterial diastélica y por lo
tanto la presion de perfusién cerebral, lo que se traduce por una mayor
morbimortalidad, dependiente de la dosis; es decir a mayor dosis; mayor
morbimortalidad, por lo que su administracion parenteral no esta indicada en
pacientes con infarto cerebral agudo (Arauz, et al., 2002).

Muchos estudios preclinicos han demostrado efectos neuroprotectores de
diversos agentes farmacoldgicos en una variedad de modelos isquémicos y de
especies. Sin embargo, cuando estos agentes farmacoldgicos se han llevado a
ensayos en humanos, han sido infructuosos (Traystman, 2003).
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El unico medicamento de aplicacion clinica que existe hoy en dia es el

Activador de Plasmindgeno Tisular Recombinante el cual ayuda al restablecimiento
del flujo sanguineo al utilizarse durante una trombosis ya que es una proteina
proteolitica implicada en la disolucién de coagulos de sangre (Munoz Collazos,
Gutiérrez, Londofio, Bayona, Herran & Pérez, 2008).
El tratamiento eficaz de accidente cerebrovascular isquémico es probablemente el
resultado de una combinacion de modalidades terapéuticas dirigidas a diferentes
mecanismos de dafo cerebral isquémico y suministrados en momentos especificos
después de la ICA (Janardhan & Qureshi, 2004; Arango, et al., 2004).

1.4.1 Agmatina: una nueva opcion farmacologica?

La agmatina es una amina biégena sintetizada por la descarboxilacion de la
L-arginina mediante la arginina descarboxilasa, una enzima producida por
mamiferos y que es parte de la membrana mitocondrial celular, existe en plantas y
bacterias, y es un intermediario en la biosintesis de poliaminas. En el cerebro es
sintetizada como una putrescina por la actividad de la agmatinasa (Molderings &
Haenisch, 2012; Halaris & Plietz, 2007 Fig, 9). La agmatina se empaqueta en
sinaptosomas con glutamato y vasopresina y en vesiculas sinapticas,
distribuyéndose en neuronas del hipotalamo, el hipocampo, y la médula espinal,
ademas, ha sido localizada inmunocitoquimicamente en el soma neuronal,
dendritas y axones terminales. Es altamente dependiente de la despolarizacion por
calcio y COg, y tras su liberacién se induce una despolarizacion de los receptores
transmembranales (Halaris, et al., 2007; Reis & Regunathan, 2000). Existe
evidencia de que la Agmatina puede desempefiar un importante papel como un
neuromodulador o un neurotransmisor debido a que cumple la mayoria de los
criterios para ser considerada un neurotransmisor central (Reis, et al., 2000;
Navarro, 2002). En el cerebro de ratas se encontr6 que su concentracion en el
cerebro es comparable a la de los neurotransmisores clasicos, las mayores

concentraciones pueden hallarse en las capas mas profundas de la neocorteza, el
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hipocampo, la amigdala, el septum, el nucleo de la estria terminal, los nucleos

talamicos de la linea media y el hipotalamo (Navarro, 2002).

Figura 9. Vias metabdlicas de la Agmatina y compuestos relacionados. La Agmatina
se produce a partir de L-arginina por la accién de la Arginina Descarboxilasa (tomado
y modificado de Reis, et al., 2000).

Se han propuesto diversos efectos de la Agmatina incluyendo su accién como
anticonvulsiva, analgésica, anti-estresante, antineurotoxica y antidepresiva.
Inicialmente fue descrita como la clonidina debido a su alta al receptor a-2-
adrenérgico, desplazando sustancias naturales, actuando como un ligando
enddgeno para el receptor de imidazolina (Halaris, et al., 2007; Reis, et al., 2000;
Uzbay, 2012; Navarro, 2002). Una teoria de la existencia de la Agmatina es que
ésta juega un rol neuroprotector, esta teoria se basa en el hecho de que la Agmatina
inhibe la NOS antagonizando el receptor NMDA e inhibiendo la actividad de la
enzima responsable de la sintesis del NO, por otro lado, como resultado de su
capacidad para inhibir la hiperalgesia y promover la tolerancia a la retirada de la
morfina, la Agmatina tiene potencial como un tratamiento del dolor cronico, estados

adictivos y de lesion cerebral (Reis & Regunathan, 2000); respecto a este efecto, se
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ha descrito que la presencia de Agmatina atenua la muerte neuronal inducida por
NO de origen microglial, debido a que la agmatina inhibe la produccién de NO en
dichas células (Abe, Abe, & Saito, 2000; Ahn et al., 2012).

Diversos estudios han demostrado que la Agmatina también ejerce efectos
neuroprotectores en diferentes modelos de dano cerebral in vitro e in vivo,
reduciendo el tamafo de los infartos isquémicos o la pérdida de neuronas
hipocampales (Navarro, 2002). Una de las hipdtesis existentes acerca de su papel
neuroprotector se basa en el efecto que ejerce la Agmatina en presencia del dafio
hipéxico (Hong, Yun Kim, lizuka, Eun Lee, & Seong, 2011; Hong, Park, Kim, &
Seong, 2008), ya que, provoca una disminucion de la liberacion del TNF- a, hasta

después de 12 horas de exposicion a la hipoxia (Hong, et al., 2008).

La Agmatina posee caracteristicas remarcables, ya que al ser un catién organico
puede penetrar en la célula a través de canales idnicos; su funcion en el cerebro
aun no ha sido determinada, podria ser un anti-inflamatorio debido a la inhibicion
que ejerce ante altos niveles de NO (evento importante en la isquemia cerebral)
(Uzbay, 2012; Navarro, 2002; Abe, et al., 2000), estudios de dependencia a morfina
han demostrado que la administracion de Agmatina modifica la actividad enzimatica
de nNOS disminuyéndola hasta un 30% y aumentando en un 26% su expresién
génica (Martinez M. P., Uribe E. A., Toledo J. R., Gonzalez M., Montero E., Conteras
E. & Sepulveda M. J., 2012). La produccién enddégena de la Agmatina se induce en
respuesta al estrés y a la inflamacion, éstos eventos de estrés incluyen la hipoxia

causada por Isquemia (Halaris, et al., 2007).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
2.1Justificacion.

Siendo la tercera causa de muerte en paises industrializados las EVC exigen
especial atencion para su total comprensidén, y para la estructuracion de un
tratamiento eficaz. Dado lo anterior se ha llevado a cabo la busqueda de un farmaco
neuroprotector capaz de reducir el dafio neuronal tras un EVC y por lo consiguiente
la conservacion de capacidades cognitivas. Se han probado diversidad de farmacos
con diferentes vias de accion (farmacos que favorecen a la reperfusion, atrapadores
de radicales libres y antagonistas de calcio y glutamato, etc.) (Traystman, 2003),
entre los que destaca el activador del plasminégeno tisular con el cual se ha
reportado una evolucién favorable (Davalos, Alvarez Sabin, Marti Vilalta, & Castillo,
2003). Sin embargo, no se ha encontrado un farmaco capaz de frenar el dafio ante
una fase aguda en el ambito clinico (Traystman, 2003). El presente estudio tiene
como objetivo dilucidar si la agmatina es una opcion farmacolégica capaz de
aumentar la sobrevida y de disminuir el déficit neuroldgico después del evento

isquémico agudo.

Para lo anterior, se utilizé la evaluacion NDSS de déficits caracteristicos que
reflejan la severidad del dano neurolégico derivado de la Isquemia inducida con el
modelo SSACC. Dicha evaluacion considera los danos especificos provocados por
el modelo SSACC. Esta evaluacion es equiparable a una serie de baterias clinicas
que cubren algunos aspectos como la coordinacion motora, la simetria del

movimiento, caracteristicas de la marcha y tono muscular, etc.

El ya mencionado modelo SSACC que se propone emplear diluye algunas
limitaciones que presentan otros modelos de Isquemia en ratones, puesto que se
usan ratones envejecidos los cuales simulan de mejor manera la edad de mayor
incidencia de un EVC en humanos. Con la edad de los ratones se consideran las
deficiencias propias de la edad de un adulto, y a su vez las posibilidades de
recuperacion correspondientes a la edad en la que hay una mayor incidencia de

EVC. El nivel en el que son ligadas y cortadas las arterias carotidas comunes se
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ajusta a un evento de alta incidencia médica en el cual, el bloqueo responsable del
evento isquémico se suscita en la bifurcacion de las arterias carétidas comunes
debido a que es en este lugar en donde es habitual la formacion de placas en la

ateroesclerosis, conduciendo a una oclusion gradual del flujo.

Por otro lado con el propdsito de evaluar el dafio neuronal y correlacionarlo
con las evaluaciones neuroconductuales, se decidi6 emplear un método de
impregnacion argéntica para microglia, dichas células estan presentes durante
eventos de compromiso neuronal, incluidas la inflamacion y estrés neuronal
caracteristicas de la isquemia cerebral. La identificacién de la concentracién de
dichas células indicativas de dafo se incluyd para determinar la extension vy
gravedad del dafio ocasionado por el modelo SSACC, especificamente en el area
CA1 de hipocampo por ser una de las estructuras mas sensibles a hipoxia
(Kawasaki, et al., 1990).

Se considera que es importante llevar a cabo mas investigaciones con
posibles farmacos neuroprotectores como lo es la Agmatina que, por sus cualidades
ya descritas, podria tener éxito si se administra en la ventana temporal de

tratamiento en pacientes con una fase aguda de Isquemia Cerebral.

2.2 Objetivo

Determinar el efecto neuroprotector de Ila Agmatina exdégena en las
alteraciones neuroconductuales inducidas por el SSACC en ratones, y sus efectos

en la sobrevida y concentracién microglial en el area CA1 de hipocampo.

2.2.1 Objetivos especificos.

1. Identificar el efecto neuroprotector de la Agmatina exdgena con base en el
porcentaje de sobrevida del grupo al cual se le sometera al procedimiento de

SSACC y al tratamiento farmacologico con Agmatina (100mg/kg).
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2. Identificar el efecto de la Agmatina exégena (100mg/kg) en la modificacion de los

déficits neuroldgicos causados por el modelo SSACC.

3. Identificar con doble impregnacién metalica de Pio Del Rio Hortega la
concentracion microglial y correlacionarla con la gravedad de la lesion inducida por
el SSACC en CA1 de hipocampo en los grupos con isquemia que seran sometidos

a la aplicacion de Agmatina Exogena.

4. Evaluar el uso de la Agmatina exdégena como una alternativa farmacoldgica

terapéutica con efecto neuroprotector.

2.3 Hipétesis

La administracion de agmatina tiene un efecto neuroprotector disminuyendo los
déficits neuroconductuales y la concentracion microglial en CA1, ocasionados por
la isquemia cerebral aguda inducida por el Seccionamiento Secuencial de las

Arterias Cardétidas Comunes en ratones.

2.3.1 Hipotesis de trabajo.

1. La aplicacion de Agmatina (100mg/kg) dentro de la ventana temporal de
tratamiento incrementa las curvas de sobrevida del grupo al cual se le sometera al
procedimiento de Seccionamiento de Arterias Carétidas Comunes después de la

segunda cirugia.

2. La aplicacibn de Agmatina (100mg/kg) reduce el grado de déficits

neuroconductuales caracteristicos del modelo SSACC.

3. La aplicaciéon de Agmatina (100mg/kg) reduce la actividad microglial y por tanto
la gravedad de la lesién en CA1 de hipocampo evidenciada con doble impregnacién

argéntica de Del Rio Hortega, causada por el SSACC.
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4. La Aplicacion de la Agmatina (100mg/kg) dentro de la ventana temporal de
tratamiento es una alternativa farmacologica neuroprotectora para el tratamiento de

la Isquemia Cerebral Aguda.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Se utilizaron 140 ratones machos sanos de 8 meses de edad, provenientes
de la cepa CFW (obtenidos inicialmente de la casa Taconic Farma Germantown,
NY), que fueron adquiridos en el Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM,;
sin exposicion previa a otros tratamientos. Los animales se colocaron en una misma
sala con temperatura controlada, con un ciclo de luz-oscuridad 12/12 (luz de 7 a.m.
a7 p.m.). Se permitié que los animales se adaptaran a las condiciones ambientales
descritas durante 3 dias, previo a los experimentos. Durante todo el experimento se
proporcioné agua y alimento ad libitum. Todos los experimentos se realizaron
conforme a la ética experimental de la Declaracién de Helsinki y a lo establecido en
el Reglamento de la Ley General en Materia de Investigacion para la Salud de
México (NOM-062-ZO0-1999, Secretaria de Salud).

3.2 Técnicas

3.2.1 Induccion de isquemia cerebral aguda.

La ICA se indujo mediante el procedimiento quirurgico del modelo SSACC
(Rodriguez et al., 2000). El procedimiento se realizé bajo anestesia leve con éter, y
tras fijar al ratén en una tabla de operacién que permite extender sus extremidades
y cuello, se comenzd con una incision en la cara anterior del cuello (Fig. 10), para
después separar cuidadosamente la arteria carétida comun izquierda del nervio

vago, posteriormente entre dos ligaduras se seccioné la arteria (excepto el grupo
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Sham a los cuales solo se les manipulé la arteria carétida sin seccionar ni ligar). Por
ultimo se cerrd la incision con hilo quirurgico. Después de la cirugia, los animales
fueron colocados en un area de recuperacién alrededor de 60 minutos. Una vez
recuperados fueron devueltos a sus cajas habitacion. Treinta y dos dias después de
la seccion de la arteria cardétida izquierda, se realizé el mismo procedimiento con la

arteria cardétida derecha.

Figura 10. Procedimiento quirurgico realizado a los sujetos SSACC Y SHAM. EI
sujeto es fijado de las extremidades anteriores y superiores, asi como de los dientes
superiores para restringir sus movimientos durante la cirugia, y exponer el area
quirurgica. A: ilustra las arterias carotidas comunes ligadas y cortadas en el caso de
los grupos SSACC, y unicamente manipuladas en los grupos Sham (Tomada y
modificada de Hernandez Aguilar, 2013).

3.2.2 Tratamiento farmacolégico

Se pretendié determinar el efecto neuroprotector de la Agmatina exdgena
100mg/kg aplicandola intraperitonealmente (i.p) al grupo “SSACC con Agmatina” y
“Sham con Agmatina” 15 minutos después de la segunda cirugia de acuerdo a lo
reportado (Rodriguez et al., 2003) en una sola dosis de 100mg/kg determinada en
anteriores hallazgos (Mejia Gonzalez , Chaidez Ramirez, Vidal Cantu , & Granados
Soto, s/f; Martinez, et al., 2012).
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3.2.3 Evaluacion de déficits neuroconductuales caracteristicos del modelo SSACC

posterior a la segunda cirugia.

La evaluacion de los déficits neuroconductuales se realizé antes de efectuar
la anestesia para la segunda cirugia con el objetivo de obtener una linea base,
ademas se realizaron dos evaluaciones mas a las 24 y 72 horas posteriores a la
segunda cirugia para determinar el dafo producido por el modelo y los efectos de
la Agmatina exégena (100mg/kg) en la modificacién de los déficits descritos en
estudios anteriores (Rodriguez, Santiago Mejia, Gomez, & Ramirez San Juan, 2005)

producidos por el modelo SSACC.

Se evaluaron diferentes aspectos correspondientes a la Escala de
Discapacidad Neurologica (NDSS) tomando en cuenta la presencia o ausencia de

las siguientes alteraciones:

Hipomobilidad, postura lateralizada, postura aplanada, marcha ataxica,
caminar en circulos, temblores, sacudimientos, convulsiones, respiracion irregular,
pasividad, hiperreactividad, irritabilidad, poliuria, decremento de tono corporal,
flexion de miembros anteriores, disminucion de fuerza muscular, rotacién corporal,
incoordinacion motora, hipoalgesia, hiperalgesia, ptosis palpebral, piloereccion, y

espalda encorvada.

La evaluaciéon tuvo una duracion entre 3 y 4 minutos por sujeto, puntuando

de la siguiente manera en funcion de los déficits presentados:
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Tabla 2. Escala de discapacidad neuroldgica (tomada de Rodriguez et al., 2005).

Escala de Discapacidad Neurolégica (NDSS)

Grado de Alteraciones Neuroconductuales
déficit
0 Ninguna
2 Hipomobilidad (leve)
Pasividad
4 Hipomobilidad (moderada)

Postura aplanada

Postura lateralizada

Espalda encorvada

Marcha ataxica

Piloereccion

Decremento de tono corporal
Decremento de fuerza muscular
Incoordinacion motora (leve)

6 Caminar en circulos
Temblores/ sacudimientos/convulsiones
Flexion de extremidades anteriores
Incoordinacion motora (moderada)

8 Hipomobilidad (severa)
Incoordinaciéon motora (severa)
Respiracion irregular

10 Muerte (debido a SSACC)

3.3 Estudios histolégicos

3.3.1 Perfusion

Los animales se anestesiaron con Pentobarbital Sédico (6.3%) (Pisabental),
se perfundieron con solucién salina (0.9%) y fijaron con formol (10%).
Posteriormente se extrajeron los cerebros y se seccionaron en tres partes

separando areas frontales anteriores al quiasma Optico y partes posteriores al
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cerebelo; la parte medial del corte se conservo en formol bromuro hasta su uso.
Para el analisis histologico los cerebros perfundidos fueron hiperbromurados
sumergiéndolos en formol bromuro y manteniéndolos en constante movimiento a
bafio maria con una temperatura entre 45°-50° C por 20 minutos, transcurrido este
tiempo fueron crioprotegidos en Sacarosa al 30% durante 24 horas para
posteriormente seccionarlos con un criostato (American Optical) en cortes coronales
de 30 micras. La técnica histologica fue realizada con base en estudios previos
(Cano Diaz, 1985; Baratas Diaz, 1997; Castellanos Lopez & Gonzalez de Mingo,
1995; Rugerio y Vargas, Ortiz Hernandez, Parra Gamez, Ramirez Escoto, Velasco
Ruiz & Peralta Zamora, 2010). Posterior a la obtencion de los cortes coronales, se
seleccionaron aquellos en los que se presentaba el area CA1 de hipocampo, y se
sometieron a la técnica de doble impregnacion metalica de Pio Del Rio Hortega
para evidenciar la presencia de microglia en sus diferentes fases de activacion
(Cano Diaz, 1985).

3.3.2 Técnica histolégica de Doble Impregnacion metalica de Del Rio Hortega

Se colocaron los cortes seleccionados que presentaban CA1 de hipocampo
en agua bidestilada tras su recuperacion del criostato (American Optical),
posteriormente se lavaron en agua bidestilada con 20 gotas de amoniaco durante
10 minutos a temperatura ambiente, el siguiente lavado se realizé con agua
bidestilada para su posterior impregnacion en carbonato de plata amoniacal durante

media hora en constante movimiento a temperatura ambiente.

Una vez transcurridos los 30 minutos se lavaron las muestras en formol al
1% durante 30 segundos cada corte para su revelado, enseguida se repitié un
lavado en agua bidestilada. Una vez realizado lo anterior se viraron los cortes en
cloruro de oro durante 15 minutos a temperatura ambiente en constante movimiento;
por ultimo los cortes fueron lavados en hiposulfito de sodio (5%) para su posterior
montaje en portaobjetos gelatinizados (Rugerio y Vargas, et al., 2010).

Una vez montadas las muestras se deshidrataron sumergiéndolas en orden

en las siguientes sustancias durante 5 minutos por cambio:
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-Agua bidestilada

-Alcohol (70%)

-Alcohol (96%)

-Alcohol (100%)

-Xilol- Alcohol (100%) (50%-50%)
-Xilol (100%)

Al terminar los cambios anteriores se encapsularon las preparaciones con

Entellan para su posterior analisis.

Para una mejor impregnacion la técnica se realizé en un maximo de tres dias,

a partir de la perfusion de los animales.

3.4 Procedimiento Experimental

Los grupos experimentales fueron divididos en 11 bloques todos con las
mismas condiciones de habitat, fueron desfasados con espacios de una semana

para facilitar el analisis histologico.

Cada semana fueron obtenidos del bioterio central 13 sujetos, excepto la
primer semana en donde se obtuvieron solo 10, al momento de su llegada al nuevo
bioterio se dividieron los grupos experimentales en diferentes cajas habitacion de la
siguiente manera: 1 sujeto Control, 2 Sham, y los restantes considerados como
grupos SSACC fueron divididos en 2 cajas habitaciones con 5 sujetos por cada caja

habitacion.

Se considerd un periodo de habituacion al nuevo bioterio de 3 dias, después
éste periodo se llevé a cabo la primer intervencidn quirirgica que comprende el
modelo de ICA SSACC en los grupos Sham y SSACC con sus respectivas

variaciones.
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Después de efectuada la primer cirugia se regreso a los sujetos a su caja
habitacion correspondiente y se monitored su sobrevida en los periodos post

quirurgicos comprendidos de las 0-24 horas, 24-48 horas, 48-72 horas.

Una vez transcurridos los 32 dias indicados por el modelo para la realizacion de
la segunda cirugia se peso a los sujetos para determinar la dosis para cada sujeto
farmaco posteriormente asignado al azar. Dadas las condiciones quirurgicas, de
tratamiento farmacoldgico, y de sobrevida tras la segunda cirugia, los grupos
quedaron divididos en 5 condiciones experimentales conformados de la siguiente

manera:

e Grupos control (sin manipulacion quirurgica)

1. Grupo control (n=11) con administracion de solucion salina (0.9%).

e Grupos Sham (con manipulacion quirurgica sin seccionamiento de las

arterias carotidas comunes)
2. Grupo Sham (n=9) con administracién de solucién salina (0.9%).
3. Grupo Sham (n=10) con administracién de agmatina (100ml/kg).

e Grupos SSACC (con manipulacién quirurgica y seccionamiento de arterias

carétidas comunes).
4. Grupo SSACC (n=18) con administracién de solucion salina (0.9%).

5. Grupo SSACC (n=27) con administracion de agmatina (100ml/kg).

Una vez realizada la segunda cirugia se efectud la administracién del farmaco
asignado a cada sujeto que sobrevivio después de los 15 minutos tras los cuales se
indica el tratamiento farmacoldgico y se monitore6 su sobrevida al igual que
después de la primer cirugia en los periodos post quirurgicos comprendidos de las
0-24 horas, 24-48 horas, 48-72 horas.

También se realizd6 la evaluacion de déficits neuroconductuales

correspondiente a las indicaciones de la evaluaciéon NDSS en tres periodos teniendo
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en cuenta una linea base realizada antes de efectuar la cirugia, y en los periodos

postquirurgicos de 0-24 horas y de las 48-72.

Una vez realizada la ultima evaluacién de déficits neuroconductuales se
procedidé con el sacrificio de los animales para el posterior procesamiento del tejido

encefalico con la técnica de doble impregnacion metalica de Pio del Rio Hortega.

Tras el término de las 11 semanas de experimentacion se realizé el analisis

histologico de las muestras obtenidas.

3.5 Analisis estadistico

Se realizaron los calculos de sobrevida en los periodos de 24, 48 y 72 horas
posteriores a la segunda cirugia mediante el método Kaplan-Meier y se compararon

usando la prueba de rangos logaritmicos.

Para el anadlisis de los déficits neuroconductuales resultantes del modelo
SSACC se utilizé la escala de evaluacion NDSS (Rodriguez, Santiago Mejia,
Gbémez, & Ramirez San Juan, 2005) y se compararon las medianas de las
puntuaciones obtenidas por los diferentes grupos experimentales con las pruebas
Friedman, Pos Hoc Wilcoxon para determinar el comportamiento de los grupos
experimentales en los diferentes tiempos de observacion, y la prueba Kruskall
Wallis, con un analisis Pos Hoc U de Mann Whitney para comparar las medianas

entre los grupos experimentales.

Los datos histologicos se obtuvieron tras dos conteos correspondientes a
microglia reactiva e inactiva en el area CA1 de hipocampo tomando en cuenta
diferentes estados de activacion en el caso de la microglia reactiva. Los datos
obtenidos en ambos conteos se analizaron por separado con el test Kruskal-Wallis
para identificar las diferencias entre las medianas de los grupos y un analisis Post
hoc U de Mann Whitney.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software IBM SPSS
Statistics 22.
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3.6 Cronograma Experimental

Induccioén de isquemia

Semana 1 Dia 32 Dia 33 Dia 34 | Dia35| +

| o ssacc Imx. Farmacolégico | Evaluacion NDSS  Analisis de sobrevida | Analisis histolsgico

Técnica histolégica

Dia 35 Dia 36 Dia 37 Dia 38 | Conteo Microglial

IPerfus.in:'m IHiperermuran:infm Crioproteccion |Cortes en congelacian

Impregnacion metalica | Montaje IDE'ShidrEtEEilfl-ﬂ
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4. RESULTADOS

4.1 Mortalidad

Para la primera cirugia se dividieron 3 grupos dada la manipulacién quirurgica
por lo tanto se consideré para el grupo control una n=11, para el grupo SSACC n=
107, y para el grupo Sham una n=22. Después de la primera cirugia excluyendo al
grupo control, debido a la manipulacién quirurgica, y en un lapso de observacion de
0 a 72 horas postquirurgico murieron 13 sujetos pertenecientes al grupo SSACC y
un sujeto perteneciente al grupo Sham. Durante el periodo de los 32 dias que
distancian las cirugias ya descritas que conforman el modelo SSACC se registraron
8 muertes del grupo SSACC y una del grupo Sham. La sobrevida se registro

después de haber sido efectuada la segunda cirugia.

Para la segunda cirugia el grupo control conservé una n=11, los grupos
SSACC y Sham se dividieron respecto al farmaco administrado resultando entonces
los siguientes grupos con sus respectivas n, grupo sham/salina una n=9, grupo
sham/agmatina una n= 10, grupo SSACC/Salina n=18, el grupo SSACC/agmatina
una n= 27. Las n mencionadas se consideraron como un 100% de los grupos a
partir de lo cual se registré la sobrevida en los periodos de 0 a 24 horas, de 24 a 48
horas y de 48 a 72 horas postquirurgico (Fig.11). Se consideré como grupo SSACC
a aquellos sujetos que fueron sometidos a procedimiento quirurgico pero no

sobrevivieron para la administracion de un tratamiento farmacoldgico.
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Figura 11. La grafica muestra los porcentajes de sobrevida después de la segunda
cirugia de los diferentes grupos experimentales, en los distintos tiempos de registro.

e Grupo control

De acuerdo a los porcentajes arrojados por la prueba de rangos logaritmicos
el grupo control tuvo un porcentaje de sobrevida del 100% a las 24, 48 y 72 horas.
Sin datos de bajas experimentales registrados tras la administracion de solucién
salina (0.9%).

e Sham/salina

El grupo Sham/Salina conservé un porcentaje de sobrevida de 100% para
las 24 y 48 horas, sin embargo en el lapso de las 72 horas se registraron dos

muertes experimentales conservando un 77.77%.
e Grupo Sham/agmatina

Los datos obtenidos mostraron que tras la muerte experimental de 1 sujeto

el grupo conservo un 96.42% de sobrevida durante las 3 observaciones.

e Grupo SSACC/salina

Referente a los grupos isquémicos, el grupo experimental SSACC/Salina

obtuvo a las 24 horas un 88.37% de sobrevida registrandose en este periodo 5
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muertes experimentales, mientras que para el periodo de las 48 horas éste
porcentaje disminuyo tras la muerte de 1 sujeto conservando un 84.83% de
sobrevida a las 48 horas y un 77.76% para las 72 horas tras la muerte de 1 sujeto
mas. Este grupo obtuvo diferencias estadisticas (p=0.0254) en el periodo de
observacion 72 horas respecto al grupo control (Fig.11). Los datos reflejan el

impacto inmediato de la cirugia y la evolucién del dafio a lo largo del tiempo.
e Grupo SSACC/Agmatina

Tras la manipulacion quirurgica y la administracion de agmatina 100ml/kg se
registr6 una sobrevida de 87.50% a las 24 horas tras la muerte de 8 sujetos
experimentales, luego de las 24 horas se registr6 1 muerte experimental
conservando asi un porcentaje de 85.13% a las 48 horas y un 80.40% a las 72
horas con la muerte de 1 sujeto mas. Como lo reflejan los datos el grupo que recibioé
el farmaco en comparacién con el que solo recibio el vehiculo (salina 0.9%) mantuvo
un porcentaje de sobrevida mas alto, sin diferencias significativas. Se presentaron
diferencias estadisticas (p=0.0296) entre el grupo control y el grupo
SSACC/Agmatina después de las 72 horas, evidenciando que aun con el

tratamiento farmacologico el impacto de la cirugia es considerable (Fig.11).

4.2 Perfil Neuroconductual

Para determinar las alteraciones en el perfil neuroconductual del modelo SSACC
producidas por las diferentes condiciones experimentales se llevo a cabo la prueba
Friedman, y un analisis pos hoc Wilcoxon para la comparacion de las medianas de
los grupos experimentales, con los horarios de observacion correspondientes a 0

(linea base), 24,y 72 horas.
e Grupo control

La comparacién de las medianas de la puntuacion NDSS para el grupo control
no mostré diferencias estadisticas (X?= 18.182, p < 0.000, gl=1) en los tres periodos
de evaluacion, Linea base (Md=0.00), 24 (Md=0.00) y 72 horas (Md=0.00) siendo
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ausentes todos los signos neurologicos provocados por el modelo SSACC, a
excepcion de un sujeto que mostrd hiperreactividad e irritabilidad por causas ajenas

a la manipulacién quirurgica.
e Grupo Sham/Salina

Los resultados de la prueba Friedman demostraron que la puntuacién NDSS del
grupo Sham/salina (Md= 0.00) presento diferencias (X?= 18.182, p < 0.000, gl=1);
por otro lado, se confirmd con la prueba post hoc de Wilcoxon la existencia de
diferencias significativas (p= 0.026) entre las medianas del periodo de observacion
linea base (Md= 0.00) y el periodo de observacion 24 horas (Md= 3.00). Durante el
periodo de observacion 72 horas se presentaron dos muertes experimentales, y en
dos casos la evidencia conductual de signos neurolégicos provocados por el modelo
SSACC desaparecieron en su totalidad (Fig.12).

=
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Linea hase 24 horas 72 horas

Periodo de observacion

Figura 12. Se puede observar la comparacion de las medianas de la evaluaciéon de
déficits cognitivos en ratones del grupo Sham/Salina en los diferentes periodos de
observacion linea base, 24 y 72 horas después de la administracion.
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e Grupo Sham/agmatina

La puntuacidn NDSS del grupo Sham/agmatina (Md= 0.00) no presento
diferencias significativas (X?= 0.889, p= 0.346, gl= 1) durante los tres periodos de

evaluacion tras aplicar la prueba de Friedman.

Figura 13. La figura muestra la comparacion de las medianas de la evaluacién NDSS
en ratones del grupo Sham/Agmatina en los diferentes periodos de observacion.

e Grupo SSACC/Salina

La aplicacion de la prueba Friedman arrojo diferencias significativas entre las
medianas de las puntuaciones NDSS del grupo SSACC/Salina (Md= 4.00)
presento diferencias significativas (X?= 26.133, p= 0.000, gl= 1) durante los tres
periodos evaluacion, la prueba Wilcoxon confirmé la diferencia entre la mediana
del periodo de observacion Linea base (Md= 0.00), comparada con las medianas
del periodo 24 (Md= 5.00, p= 0.001) y 72 horas (Md= 5.00, p= 0.008). Ambas
comparaciones reflejan el aumento del puntaje en la prueba NDSS a lo largo del

tiempo (Fig.14).
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Figura 14. La figura muestra la comparacion de las medianas de la evaluaciéon NDSS
en ratones del grupo SSACC/Salina en los diferentes periodos de observacion, y las

diferencias estadisticas entre el periodo linea base comparado con los periodos de
24 y 72 horas.

e Grupo SSACC/Agmatina

El estadistico Friedman arrojo diferencias significativas entre las medianas
de las puntuaciones NDSS del grupo SSACC/Agmatina (Md= 4.00) presento
diferencias significativas (X?= 26.133, p= 0.000, gl= 1) durante dos periodos de
evaluacion confirmados por la prueba Wilcoxon referentes a la mediana del
periodo de observacién Linea base (Md= 0.00), comparada con las medianas del
periodo 24 (Md= 7.00, p= 0.000) y 72 horas (Md= 3.00, p= 0.008). Los datos
muestran que existe un aumento en la presencia de signos neurolégicos de dafio

ocasionados por el modelo SSACC a lo largo del tiempo (Fig.15).
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Figura 15. La figura muestra la comparacién de las medianas de los puntajes
obtenidos en la evaluacion NDSS en los tres diferentes intervalos de observacion para
el grupo SSACC/Agmatina y las diferencias significativas.

Posteriormente se compararon por medio de la prueba Kruskal Wallis y un
analisis post hoc U de Mann Whitney todos los grupos experimentales en los
diferentes intervalos de observacion para determinar si se presentaron diferencias
estadisticas entre grupos respecto a los diferentes intervalos de observacion con lo

cual se encontro lo siguiente:

o0 Intervalo de observacion Linea Base.

Durante este intervalo de observacion la mediana de los puntajes NDSS de
todos los grupos experimentales no presentaron diferencias significativas entre si
(X?= 3.465, p= 0.483, gl= 4) de acuerdo a lo arrojado por la prueba Kruskal Wallis.
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0 Intervalo de observacion 24 horas.

Respecto a las medianas de los puntajes de las evaluaciones NDSS en el
periodo de observacion 24 horas, se encontraron diferencias estadisticas (X?=
35.409, p= 0.000, gl= 4) en el analisis Kruskal Wallis, por lo cual se realizé un
analisis post hoc U de Mann Whitney, con lo cual se hallaron diferencias entre la
mediana del grupo control (0.00) y la correspondiente a los grupos Sham/Salina
(Md=3.00) (z= -3.711, p=0.000), Sham/Agmatina (Md=1.00) (z= -2.486, p=0.013),
SSACC/Salina (Md=5.00) (z= -4.248, p=0.000), y SSACC/Agmatina (Md=7) (z= -
0.705, p=0.000). Asi como entre la mediana del grupo Sham/Salina comparado con
las medianas de los grupos SSACC/Salina (z= -2.616, p=0.009), vy
SSACC/Agmatina (z= -3.020, p=0.003), y entre la mediana del grupo
Sham/Agmatina en contraste con las correspondientes a los grupos SSACC/Salina
(z=-2.549, p=0.011), y SSACC/Agmatina (z= -3.006, p=0.003). Los resultados de la
comparaciéon de medianas indican que existe un efecto inmediato de la
hipoperfusion evidenciado en la evaluacién con la presencia de signos neuroldgicos

que reflejan el dafio (Fig.16).
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Figura 16. En el grafico se muestra la comparacién de las medianas de los puntajes
obtenidos por los grupos experimentales en la evaluacién NDSS hecha en el intervalo
de observacién 24 horas.

o0 Intervalo de observaciéon 72 horas

Por medio del mismo procedimiento estadistico se compararon también las
medianas de los puntajes obtenidos en la evaluacion NDSS realizada durante el
intervalo de observacion de 72 horas, con lo cual se encontraron diferencias
estadisticas (X?= 24.568, p=0.000, gl=4) entre el grupo Control (Md=0.00) respecto
a los grupos Sham/Salina (Md=1.00) (z= -2.761, p=0.006), SSACC/Salina
(Md=5.00) (z= -4.177, p=0.000), y SSACC/Agmatina (Md=3.00) (z= -3.744,
p=0.000). De la misma forma se encontraron diferencias entre la mediana del grupo

Sham/Agmatina (Md=0.00) comparada con las correspondientes a los grupos
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SSACC/Salina (z= -3.194, p=0.001), y SSACC/Agmatina (z= -2.236, p= 0.025)
(Fig.17).
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Figura 17. La gréfica ilustra la comparacion de medianas de los puntajes obtenidos
en la evaluacion NDSS durante el intervalo de observacion a las 72 horas.

4.3 Conteo Microglial

Para el analisis histologico se consideraron solamente 3 de los grupos
anteriormente sefalados, grupos Control (n=9), SSACC/Salina (n=7), vy
SACC/Agmatina (n=11).

El conteo de las células microgliales se llevd a cabo en dos fases la primera
comprendié el conteo de la microglia reactiva en diferentes fases y la segunda el
conteo de la microglia en reposo. En ambos casos el conteo se dividié a su vez en

los diferentes estratos del hipocampo (polimorfo u oriens, piramidal y molecular).
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Cabe mencionar que ambos conteos se realizaron con un método a ciegas para

disminuir la influencia del observador sobre los resultados.
¢ Microglia Reactiva

En el conteo de la microglia reactiva se incluyeron diferentes etapas o fases
de activacion las cuales se determinaron con base en datos ya existentes (Rugerio
y Vargas, et al., 2010; Fig. 18).

Figura 18. Fases de activacién Microglial (40x). a) y b) Ejemplos de microglia
macrofagica, la microglia tiende a acortar y disminuir sus prolongaciones hasta
adoptar su forma de macréfago, reconociéndose aun las prolongaciones indicativas
de su origen, ¢) Muestra célula microglial en estado reactivo fagocitando neurona; d)
Microglia hipertréfica perineuronal, indicativa de estrés neuronal (Rugerio y Vargas,
et al., 2010). Doble impregnacion metalica, microglia de del Rio Hortega.

Se compararon por medio de una prueba Kruskal Wallis las medianas de los
totales del conteo de los diferentes grupos experimentales, ademas se aplicé una
prueba Post-hoc U de Mann Whitney para evidenciar las diferencias especificas

entre los grupos experimentales.

e Estrato polimorfo u oriens

Los resultados arrojados por los datos obtenidos en el conteo de éste estrato
mostraron diferencias estadisticas entre las medianas del conteo microglial de los
grupos experimentales (X?= 6.190, p= 0.045, gl= 2), el analisis post hoc confirmo

diferencias entre la mediana del grupo SSACC/Salina (Md=12.00) comparado con
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las medianas de los grupos Control (MD=3.00) (z= -2.184, p=0.029) vy
SSACC/Agmatina (Md=7.00) (z= -2.049, p=0.040) (Fig.19).
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Figura 19. El gréfico ilustra la comparacion de las medianas del conteo microglial de
los tres grupos experimentales en el estrato polimorfo de CA1 de hipocampo.

e Estrato Piramidal

Los resultados arrojados por los datos obtenidos en el conteo de éste estrato no
mostraron diferencias estadisticas entre las medianas del conteo microglial de los

grupos experimentales (X?= 2.765, p= 0.251, gl= 2)
e Estrato Molecular

Los resultados de las pruebas estadisticas, muestran diferencias
significativas (X?= 10.002, p= 0.007, gl= 2) entre las medianas de los grupos
SSACC/Salina (Md=40.00) y SSACC/Agmatina (Md=19.00) (z= -2.946, p=0.003).
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Estos datos demuestran mayor actividad de microglia reactiva en el grupo que no

recibio la Agmatina (Fig. 20).
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Figura 20. La grafica muestra la comparacién de medianas del conteo microglial de
los tres grupos experimentales en el estrato Molecular de CA1 de hipocampo.

Por ultimo se repitieron las pruebas estadisticas ya mencionadas con los totales
de cada grupo experimental obtenido de los 3 estratos, no se encontraron

diferencias significativas.
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e Microglia en reposo

El conteo de la microglia en reposo se realizé de igual forma que el de la microglia
reactiva tomando en cuenta aquellas que se ajustaban a una morfologia de acuerdo

al estado de interés (Fig. 25).

Figura 25. Morfologia de células microgliales en estado de reposo (40x), se muestran
prolongaciones. Doble impregnacion metalica, microglia de del Rio Hortega.

Tras comparar por medio de una prueba Kruskal Wallis las medianas de los
grupos obtenidas del total del conteo en cada estrato, no se encontraron diferencias
estadisticas entre las concentraciones de microglia en reposo para ninguna de las

condiciones experimentales.

5. Discusion

Existen diversos argumentos del por qué los farmacos neuroprotectores
estudiados funcionan en el accidente cerebrovascular experimental, pero no en
pacientes con accidente cerebrovascular. En algunos estudios preclinicos, los
medicamentos han sido administrados poco después de la oclusién de vasos o
incluso antes de la induccién del accidente cerebrovascular experimental, y por lo
tanto las condiciones no se ajustan a la situacion clinica, puesto que es imposible
saber cuando se presentara dicho accidente de instalacion subita. En la mayoria de
los modelos de accidente cerebrovascular animal se utilizan ratas sanas jovenes, lo

cual reduce costes en los laboratorios de investigacion, sin embargo los pacientes
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con accidente cerebrovascular son a menudo multimérbidos y de edades
avanzadas (Roéther, 2008)

Es importante considerar que el modelo animal utilizado en éste trabajo, reduce
limitaciones de otros modelos animales, con el uso de sujetos envejecidos, tratando
de simular en la medida de lo posible, las condiciones clinicas de los pacientes con
mayor incidencia de EVC. El modelo SSACC ademas, permite la simulacién clinica
de eventos cerebrales transitorios antes de un evento cerebral agudo, esto gracias
a los 32 dias de separacion de las cirugias en los cuales, los sujetos tienen la
posibilidad de que su sistema actué de forma compensatoria en consecuencia de la
primer cirugia (Rodriguez, et al., 2005). Con lo anterior, el modelo SSACC, ha
permitido probar diferentes farmacos con potencial efecto neuroprotector, pues
permite conocer con exactitud las alteraciones funcionales neuroldgicas, vy
mortalidad provocadas por isquemia cerebral (México Patente n°® WO2006057546
A1, 2006).

El objetivo principal de este trabajo consistid en dilucidar si la administracion
agmatina (100mg/kg) tenia un papel neuroprotector tras EVC inducido con el
modelo SSAACC. Para lograr determinar si este efecto neuroprotector era eficaz se
evaluaron las variables, mortalidad, déficits neuroldgicos, concentracion de
microglia reactiva y concentracién de microglia en reposo, tras lo cual se encontrd

lo siguiente.

e Mortalidad

La tasa de mortalidad que resulta de la ICA inducida por el modelo SSACC
es generalmente alta en los estudios que emplean dicha técnica de hipoperfusion
(Rodriguez, et al., 2000; Rodriguez, et al., 2003; Rodriguez, et al., 2005; Hernandez
Aguilar, 2013). Esta caracteristica es un indicativo de la gravedad del dafio que
provoca dicha hipoperfusion al tejido cerebral, lo cual se refleja no solo en la
mortalidad si no en los diversos dafios neurologicos que se evidencian en analisis

conductuales (Rodriguez, et al., 2000).
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En esta investigacion la mortalidad provocada por el modelo SSACC se
refleja inmediatamente después de la segunda cirugia en donde la sobrevida baja
drasticamente, incluso existieron sujetos que no sobrevivieron el tiempo suficiente
para recibir la administracion farmacoldgica asignada. Lo anterior refleja un impacto
inmediato del dafio neuronal provocado por el infarto inducido, lo cual ocasiona una
disminucién importante en las n de los grupos experimentales lo que posteriormente
dificulta el analisis estadistico de los resultados. Esta complicacion nos lleva a
utilizar mayor cantidad de animales de laboratorio para un analisis mas

representativo.

La efectividad de la técnica SSACC permitié en este estudio contrastar los
resultados en la sobrevida de grupos con administraciéon de agmatina y sin esta. Lo
anterior hizo posible saber si la agmatina realmente tiene un impacto determinante
en la recuperacion del tejido dafiado durante la isquemia inducida. Algunas de las
teorias de la neuroproteccibn que ejerce la Agmatina sefalan efectos
antiinflamatorios, inhibicion de la NOS, y la inhibicion de la excesiva reactividad de
las células microgliales (Hong, et al., 2011; Abe, et al., 2000; Navarro, 2002). En
este estudio no se encontraron resultados que respalden la contribucién de la
agmatina para incrementar los indices de sobrevida, sin embargo dados los demas
datos obtenidos no se descarta la posibilidad de que el efecto neuroprotector podria
ser eficaz y reflejarse en esta variable si la agmatina fuese administrada en diferente
momento experimental, o diferentes dosis, para lo cual seria pertinente realizar en
un primer momento la curva de dosis respuesta de la agmatina para posteriormente
probar con diferentes dosis la efectividad de la molécula en la reduccion del dafo
isquémico. Sin embargo por motivos de disponibilidad de animales de laboratorio
no fue posible realizar la ya mencionada curva dosis-respuesta, por lo tanto la dosis
administrada en este estudio se basd en investigaciones reportadas con

anterioridad en otros estudios.

Los grupos Sham del modelo SSACC han creado una controversia respecto a la
presencia o ausencia de dafo neurolégico, ya que, la manipulacién de las arterias

carotidas podria estar dando paso a una serie de microinfartos, y a su vez a dafios
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neurolégicos de los cuales aun no existe una caracterizacion especifica de las
condiciones de estos grupos. En los resultados obtenidos de este trabajo puede
observarse que los grupos Sham reaccionaron de forma contraria a los grupos
SSACC siendo el grupo Sham con agmatina el que presenté una baja en el indice
de sobrevida. Es posible que la dosis de agmatina administrada (100mg/kg) en
eventos de menor magnitud que la ICA, tenga efectos adversos dado que inhibe la
accioén microglial, podria estar bloqueando la intervencidon de la microglia para la
reparacion celular suscitada después de un evento de compromiso neuronal
(Arango Davila et al., 2004). La incégnita de, si la agmatina es perjudicial en estados
con menor compromiso neuronal podria quedar clara agregando un grupo control
con la administracién de la dosis de Agmatina utilizada en este proyecto, para
caracterizar el perfil neuroconductual, la supervivencia y su accién sobre las células

microgliales.

e Perfil Neuroconductual

El modelo SSACC es viable para determinar la mejoria de algunos déficits
neuroconductuales tras la aplicacion de algun farmaco con posibles propiedades
neuroprotectoras, pues se han caracterizado a detalle los déficits que se presentan
en el modelo SSACC, permitiendo asi una evaluacion observacional y a su vez
cualitativa y cuantitativa de las modificaciones derivadas de un tratamiento
farmacoldégico. Asi, utilizando la escala NDSS realizada por el Doctor Rodriguez
Carranza y su equipo (2005), hemos logrado determinar el grado de
neuroproteccion de la Agmatina basados en los déficits neuroconductuales
presentados por los sujetos.

En este estudio respecto a la evaluacion NDSS se encontré un grupo control
estable en la ausencia de déficits neurolégicos observables en los tres periodos de
observacion que comprendid el disefio experimental. Exceptuando a un sujeto de
dicho grupo que presenté agresividad, sin embargo, al no haber sido sometido a
ningun proceso experimental, excepto la aplicacion de solucién salina, se ha

atribuido su reaccion a factores de estrés.
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En cuanto al grupo Sham/salina, al ser sujetos exentos de la ligadura, y
seccionamiento de las arterias carotidas comunes se esperaria que no presentaran
dafos significativos sin embargo, los resultados indican la presencia de dafios
neuroldgicos importantes en el periodo de observacidon de 24 horas, cabe
mencionar, que en el modelo SSACC dicho grupo ha sido motivo de discusién
respecto al posible dafio que se ocasiona al manipular las arterias carétidas
comunes para su separacion del nervio vago correspondiente, pues esto podria
estar propiciando pequefios microinfartos por la reduccién del flujo sanguineo, y
posiblemente dafos tisulares por la posterior reperfusion. Los resultados de este
estudio demuestran que en efecto existe un dafio neurolégico significativo en esta
condicion quirurgica, dando paso a la posibilidad de considerar en este grupo la
prueba de tratamiento farmacoldgico para un dafio menos agudo que con el
seccionamiento de las arterias, apostando a la existencia de posibles areas de

recuperacion neuronal (Arauz, et al., 2002).

En cuanto al grupo sham/agmatina los resultados no mostraron diferencias
significativas, por lo tanto los sujetos no sufrieron un aumento importante de los
déficits neuroldgicos que el modelo propicia, lo cual nos indica que la intervencion
farmacolégica con agmatina amortigua los dafos ocasionados por ésta condicidn
quirurgica, en este punto, se puede hablar de la posible acciéon neuroprotectora de
la Agmatina en el caso de eventos cerebrovasculares transitorios. Estos resultados
son tentativamente atribuibles a las diferentes vias de accién de la Agmatina,
principalmente a la inhibicion ejercida sobre la NOS que contribuye a una menor
generacion de radicales libres, asi como a su accién inhibitoria sobre la activacion
microglial y posterior liberacion de factores inflamatorios y de necrosis tumoral
cerebral (Hong, et al., 2008).

Por otro lado referente a los grupos SSACC, ambos presentaron un incremento
significativo en la presencia de déficits cognitivos, dicho incremento se mantuvo
incluso en el periodo de observacién de 72 horas, es decir, no existi6 ninguna
recuperacion significativa, lo cual nos lleva a pensar que en contraste con el grupo

Sham/agmatina, podria ser la agmatina un agente mas eficaz ante el dafo

65



isquémico transitorio, capaz de contribuir a la conservacion de la calidad de las
conductas motoras y cognitivas. Para esclarecer este punto en futuros proyectos
podria ser conveniente anadir mas periodos de observacidon para caracterizar la
modificacion de los déficits provocada por la Agmatina, en periodos cortos después
de la segunda cirugia, y de ser posible, posteriores a las 72 horas, asi como analizar
la alteracion de conductas motoras finas para contar con un panorama mas amplio

sobre la modificacién conductual, y las estructuras fisiolégicas implicadas en ello.

En lo que refiere a las diferencias entre los grupos experimentales éstas
fueron inexistentes en el periodo de observacion linea base, esto nos habla de la
recuperacion de los sujetos después de los 32 dias de la primera cirugia, lo cual
puede indicarnos la efectividad de los sistemas compensatorios que se activan ante
un EVC, el ensanchamiento de los vasos sanguineos, la irrigacion colateral, y los

procesos inflamatorios con la correspondiente liberacion de factores troficos.

A las 24 horas se observan diferencias esperadas entre el periodo linea base
y el resto de los grupos experimentales asi como entre los grupos SSACC, y Sham
dado el procedimiento quirurgico al que fueron sometidos, el aumento de déficits

cognitivos se observa drasticamente en dicho periodo de observacion.

Durante el periodo de observacion de 72 horas, el unico grupo que se mostro
con un decremento de déficits cognitivos significativo, igualando el comportamiento
estadistico del grupo control fue el grupo Sham/agmatina, en el cual se logré atenuar
el efecto neuroldgico después de la segunda cirugia, con lo anterior se demuestra
el efecto neuroprotector de la agmatina, aun cuando desconocemos la especificidad
de sus acciones en este experimento, podemos hablar de la temporalidad de sus

efectos, los cuales alcanzan su objetivo 72 horas después de su administracion.

Se considera conveniente probar diferentes dosis de agmatina para
determinar si existe un efecto mas temprano y eficaz, asi como un momento de
aplicacidbn mas oportuno tomando en cuenta que de acuerdo a lo hallado en este
proyecto sus efectos atenuantes al dafio se presentan hasta después de las 24

horas de aplicacion farmacoldgica. Estos datos sustentan la especulacion de que la
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aplicacion en otro momento experimental podria ser clave para una mayor

conservacion de la calidad de los procesos motores y cognitivos.

Por otro lado, en lo que respecta a la evaluacién NDSS, el entrenamiento del
observador para la identificacion conductual de los déficits es importante para
descartar la influencia de éste, con el fin de garantizar un criterio general de puntaje
a la hora de evaluar a los diferentes grupos experimentales, la estimacién global del
estado funcional, de los animales isquémicos, que proporciona la evaluacién
permite el seguimiento de las posibles mejoras o deterioros tras la evaluacion de
comportamientos especificos (Rodriguez, et al., 2003). Para descartar fallas en el
puntaje de la evaluacion NDSS, se podria considerar la aplicacién de una prueba
de memoria y aprendizaje que permita contrastar mas datos y asi correlacionar
ambas evaluaciones para tener un criterio mas amplio que permita determinar

diferentes grados de déficits cognitivos.
e Conteo microglial
Microglia Reactiva

Para la evaluacion de esta variable se consideraron unicamente tres grupos,
debido a la complejidad de la técnica histologica y a la exigencia del rapido
procesamiento de los tejidos que requiere la misma. Se tuvieron que excluir los
grupos Sham/salina y Sham/agmatina. Por lo tanto los resultados presentados
resultan de la comparacién de los grupos Control (salina), SSACC/Salina, y

SSACC/Agmatina, encontrando lo siguiente.

Considerando la suma del total de conteo de microglia en fases reactivas de
los tres estratos celulares hipocampales correspondientes a CA1 (Oriens, Molecular
y piramidal), pudimos encontrar que los grupos analizados no presentaban
diferencias en cuanto a la concentracion de células microgliales en estado reactivo,
sin embargo, al comparar el conteo de los grupos experimentales para cada estrato
hipocampal pudimos encontrar diferencias significativas, en el caso del estrato
polimorfo se encontré un aumento significativo de la reactividad microglial del grupo

SSACC/salina comparado con el grupo control y el grupo SSACC/agmatina, en lo

67



que respecta al estrato molecular del mismo modo el grupo SSACC/salina presento
un aumento importante en la reactividad microglial comparado con el grupo
SSACC/agmatina. Lo anterior nos plantea incognitas relacionadas con la efectividad
de la agmatina respecto a la disminucién de los procesos inflamatorios perjudiciales
posteriores en este caso a la isquemia cerebral inducida, si esta efectividad es mas
notoria en ciertos estratos celulares o por otro lado el estrato piramidal podria estar
dandonos informacion acerca de una mayor resistencia al dafio provocado por la
isquemia. En lo que respecta a este estudio la conservacion de una puntuacion
NDSS alta a las 72h ha coincidido con una mayor reactividad microglial en lo que al
grupo SSACC/salina se refiere, contrario al grupo que recibié agmatina el cual a las
72 horas no muestra una disminucién significativa de los puntajes pero si una
disminucién importante de la reactividad microglial en el estrato molecular de CA1
reflejando la efectividad de la Agmatina como un inhibidor de la actividad microglial
y por lo tanto de los procesos desatados tras su reactividad como lo son la liberacién
de 6xido nitrico y de factores inflamatorios, lo cual deja abierta la incognita de si es
realmente capaz de disminuir dafios neuroldgicos caracteristicos del modelo
SSACC en una dosis o0 momento de aplicacion diferentes a los utilizados en esta
investigaciéon. Ademas es importante considerar que la especificidad funcional de
cada estrato celular hipocampal y los diferentes efectos que causa la agmatina en
cada uno, podria abrirnos una puerta para el posible tratamiento de déficits
relacionados con el dafio en las células de los estratos mencionados no solamente

en la isquemia si no en diferentes trastornos.

Los resultados demuestran que un aumento en la actividad microglial puede
relacionarse con la extension del dano provocado por el modelo SSACC, se podria
especular que una mayor actividad microglial se puede atribuir también a un mayor
aporte de factores relacionados con la reparacion neuronal (Arango Davila et al.,
2004). Sin embargo, dada la comparacion de los datos de la escala NDSS se puede
afirmar sustentado por la literatura que la concentracién microglial es uno de los
indicadores de dano de tejido cerebral ocasionado por la hipoperfusién en este caso
inducida (Torregosa et al., 2007). Especialmente en el estrato molecular de CA1 de

hipocampo se puede observar una sobre expresion de reactividad microglial, lo cual
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podria ser el indicador de una especial susceptibilidad ante la hipoxia de las células
que conforman éste estrato. La caracterizacién del fenotipo de dichas células
microgliales podria ayudar a esclarecer la actividad especifica que esta llevando a

cabo la microglia en el tejido dafiado.

Microglia en reposo

Los resultados de esta investigacidon no arrojaron diferencias relevantes
respecto a esta variable, sin embargo, al realizar el conteo de microglia en reposo
se consider6 que seria importante para futuras investigaciones caracterizar la
morfologia de dichas células en reposo para determinar la temporalidad de la
actividad microglial y su interaccion especifica en diferentes momentos posteriores
a la induccion de isquemia debido a que, una mayor concentracion de microglia en
estado de reposo, podria estar produciendo factores para fomentar la supervivencia
de las células y la reparacion de los tejidos tras el dafio ocasionado por el modelo
SSACC (Arango, et al., 2004). Es importante también considerar la inclusién de mas
grupos en futuro seguimiento de ésta linea de investigacion para poder esclarecer,

la dosis, temporalidad y efectos sobre la microglia de éste farmaco.

6. Conclusiones

El presente trabajo se desarrollé con el objetivo de determinar el efecto
neuroprotector de la Agmatina exdgena en las alteraciones neuroconductuales
inducidas por el modelo SSACC en ratones, y sus efectos en la sobrevida y
concentracion microglial en CA1 de hipocampo. Después del trabajo de
investigacién realizado en busca de obtener respuestas para las interrogantes
generadas en ésta tesis, el analisis de los resultados de las diferentes técnicas aqui

descritas nos permite concluir lo siguiente:

La Agmatina exdgena tiene un efecto neuroprotector disminuyendo los déficits
neuroconductuales (después de 72 horas de su aplicacion) en eventos transitorios
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de hipoperfusién, y la concentracion de microglia reactiva en los estratos molecular

y polimorfo de CA1 de hipocampo.

1. No hay evidencia de que la administracién de Agmatina (100mg/kg) dentro de la
ventana temporal de tratamiento haya incrementado las curvas de sobrevida del
grupo al cual se le sometié al procedimiento del modelo SSACC después de la

segunda cirugia.

2. La administracién de Agmatina (100mg/kg) reduce el grado del déficit
neuroconductual caracteristico del modelo SSACC después de 72 horas de la

segunda cirugia en el caso del grupo Sham.

3. La administracion de Agmatina (100mg/kg) reduce significativamente la
concentracion de microglia reactiva presente en altas concentraciones durante
eventos isquémicos lo cual podria correlacionar con la gravedad de la lesién en CA1
de hipocampo, causada por el Seccionamiento Secuencial de Arterias Caroétidas

Comunes.

4. La Aplicacion de la Agmatina dentro de la ventana temporal de tratamiento es

una alternativa farmacoldgica neuroprotectora para el tratamiento de la ICT.

Por todo lo anterior podemos concluir que nuestros resultados apoyan la
hipdtesis planteada al inicio del proyecto y que por lo tanto la Agmatina puede ser
considerada como un farmaco con potencial efecto neuroprotector que contribuye a

la disminucion de déficits neuroldgicos caracteristicos del modelo usado.

Tras la realizacion de éste trabajo se identificaron las siguientes oportunidades
de mejoria que podrian ser aplicadas para futuras investigaciones. Entre ellas se

encuentran:

e Un aumento de la n de los grupos experimentales, debido a la gran
mortalidad que provoca el modelo SSACC, esto permitiria reducir los errores
estandar y observar con mayor claridad la diferencia en la sobrevida tras la

aplicacion de posibles farmacos neuroprotectores.
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La adicion de un grupo control con administracion de Agmatina para la
caracterizacion de la accion de dicho farmaco en cuanto a conducta, posibles
dafos neuroldgicos y concentracion microglial se refiere.

La adicion de grupos experimentales que reciban Agmatina en diferentes
momentos experimentales al descrito en este proyecto, y diferentes dosis
para encontrar la mas pertinente para el tratamiento de la ICA.

Acompafar la evaluacion NDSS de alguna prueba de memoria para la mejor
discriminacion de déficits neurolégicos, mas relacionados con el aspecto
cognitivo, esto permitiria contrastar con datos clinicos la severidad de la
lesion y la efectividad del farmaco aplicado en la conservacion de
capacidades cognitivas contrastando éstos datos con los resultados
histoldgicos.

La elaboracion de una curva de activacion microglial podria proveernos
informacion relevante sobre la temporalidad de los eventos inflamatorios
relacionados con dichas células y el momento pertinente para tratarlos sin
interferir en sus fases de reparacion neuronal.

Dada la dificultad de la realizaciéon de la técnica de Doble Impregnacién
Metalica de Pio del Rio Hortega, se recomienda el procesamiento minucioso
del tejido a estudiar, y el uso de equipo que permita procesar mas de tres
muestras (como se hizo en el presente trabajo) a la vez, esto para disminuir
las variables extrafias que podrian presentarse al dividir los grupos

experimentales en diferentes médulos para su estudio en diferente tiempo.
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