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RESUMEN

En este trabajo se evaluo el efecto del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF, por sus siglas en inglés) administrado de manera exégena con el fin de
analizar sus efectos sobre el volumen de infarto, viabilidad neuronal y preservacion
de la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE). En el laboratorio utilizamos
un modelo in vivo de infarto cerebral en ratas producido por la oclusién de la arteria
cerebral media (MCAOQO) durante 90 minutos con un periodo de reperfusién de 24
horas en el que a los 30 minutos, administramos mediante inyecciones
intracerebroventriculares (1.C.V.) diferentes tratamientos como: 50 y 100 ng de
VEGF recombinante, el inhibidor selectivo del VEGFR2 (SU-1498) y vehiculo
(solucién salina fisioldégica) como control. Encontramos una disminucion significativa
del volumen de infarto con la dosis baja de 50 ng de VEGF, sin embargo al
incrementar la dosis a 100 ng de VEGF no encontramos un mayor efecto
neuroprotector, inclusive el volumen de infarto resulté muy similar al grupo no
tratado, dados estos resultados probamos como se modula el efecto neuroprotector
al inhibir al VEGFR2 y encontramos menor dafio en comparacion con el grupo que
recibié vehiculo y el grupo de dosis alta de VEGF, corroboramos estos hallazgos
con el analisis por conteos neuronales. En nuestra evaluacién de la permeabilidad
de la BHE encontramos que, por un lado la dosis baja de VEGF disminuye la
permeabilidad del colorante azul de Evans, que en condiciones fisiolégicas no
atraviesa la BHE, pero por el otro, causa alteraciones en la integridad de las uniones
estrechas, necesarias para mantener el correcto funcionamiento de la barrera
hematoencefalica. Concluimos que con 50 ng de VEGF, se obtiene el mejor efecto
neuroprotector, mayor disminucion del volumen de infarto y menor muerte neuronal,
en tanto que las condiciones donde se aumenta la dosis o se evalua solo el VEGF

enddégeno no son favorables para la recuperacion postisquémica.



ABREVIATURAS

AMPA= Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
BHE= Barrera Hematoencefalica

BSA = Albumina de Suero Bovino

CCA = Arteria Carotida Comun (Commun Carotid Artery)
CInd-5 = Claudina - 5

EVC = Enfermedad Vascular Cerebral

FSC= Flujo Sanguineo Cerebral

HBSS = Hanks' Balanced Salt Solution

MCA = Arteria Cerebral Media

MCAO = Middle Cerebral Artery Occlusion (Oclusién de la Arteria Cerebral Media)
NMDA = N-metil-D-aspartato

NMDAR = Receptor de NMDA

OGD = Oxygen-glucose deprivation

PBS = Buffer de fosfatos salino

PECAM-1 = Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule -1
(Molécula de adhesién plaqueto endotelial -1)

PFA = Paraformaldehido

ROS = Reactive Oxygen Species

RTKs = Receptores de tirosina cinasas

SU-1498 = Inhibidor selectivo del receptor 2 de VEGF

TCA = Acido tricloroacético

TTC = Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazoilo

VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial)

VEGFR2 = Receptor 2 de VEGF



INTRODUCCION

El consumo energético en el cerebro es muy elevado en comparacion con otros
organos pues con tan solo el 2% del peso corporal éste consume 25% de la glucosa
y 20% del oxigeno disponible en el cuerpo (Belanger, Allaman et al. 2011), por lo
que cuando este aporte es afectado, ya sea de manera permanente o transitoria, el
cerebro presenta una serie de eventos fisiopatolégicos encabezados por un déficit
energético (Beilharz, Williams et al. 1995). La disminucién en el flujo sanguineo
cerebral (FSC) generada por trombos puede ocasionar dafio de manera irreversible,
en esta zona severamente hipoperfundida conocida como foco isquémico los
procesos energéticos de las células se detienen y se presenta un tipo de muerte
celular subita conocida como necrosis. Sin embargo, en la periferia del foco, la
disminucién del FSC no es tan severa y el tejido experimenta procesos de muerte
celular mas lentos, entre los que se encuentra la apoptosis (Zhang, Wang et al.
2012). A esta zona de dafio comprendida entre el foco isquémico y el parénquima
cerebral sin dafio se le conoce como penumbra isquémica. Hasta ahora, no existe
manera de recuperar la viabilidad perdida en el foco isquémico, por lo que los
esfuerzos terapéuticos se han centrado en la zona de penumbra al tratarse de tejido
potencialmente rescatable (Vajda 2002). Debido a que son multiples los factores de
riesgo y a que es dificil predecir y diagnosticar el evento, se busca comprender los
mecanismos moleculares enddgenos involucrados como el aumento en la expresion
de genes, activacion de enzimas, accion de factores troficos, etc. que ofrezcan
alternativas de neuroproteccion (Tamura, Graham et al. 1981; Bejot, Catteau et
al. 2008).



MARCO TEORICO

Enfermedad Vascular Cerebral

La Organizacion Mundial de la Salud define a la enfermedad vascular cerebral
(EVC) como un rapido desarrollo de signos clinicos de perturbacion focal o global
de la funcion cerebral con sintomas de causa vascular aparente; que pueden durar
mas de 24 horas y que durante este periodo pueden conducir a la muerte (WHO
1988; Truelsen T 2006). Es la segunda causa de muerte a nivel mundial (Murray
and Lopez 1997) sélo superada por las cardiopatias isquémicas; en el ano 2012
causo 6.7 millones de muertes lo que represento el 11.9% del total como se muestra
en la Figura 1 (Feigin, Forouzanfar et al. 2014). Se estima que 1/6 de los seres
humanos presentaran una EVC en algun momento de la vida (Seshadri, Beiser et
al. 2006), que la letalidad es del 20-30% (Warlow 1998; Dirnagl, ladecola et al.
1999) y que aproximadamente cada 12 minutos alguien muere a causa de la EVC
por lo que se destina cerca de 6% del presupuesto mundial a la salud unicamente

a esta enfermedad (Durukan and Tatlisumak 2007).

Principales causas de muerte por porcentaje

7,4
Cardiopatias isquémicas

EVC
EPOC

6,7

60%

Infecciones respiratorias bajas

/—13%

m EVC

Canceres de vias respiratorias
VIH/SIDA
Enfermedades diarréicas

= EPOC

m Cardiopatias
isquémicas

Diabetes Mellitus

Accidentes de transito

1,1 /
0 5 10
Millones de muertes en 2012

Enfermedad hipertensiva

/12% = Infecciones
respiratorias bajas
= Canceresde vias
respiratorias
B Otras causas

\ \ 6%

3% 6%
(]

Fig. 1. Principales causas de muerte a nivel mundial en 2012. (Modificado de WHO)
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Epidemiologia; morbilidad y mortalidad

La EVC es una patologia que genera discapacidad transitoria y permanente. De
1990 a 2010 paso de ser la quinta a la tercer causa de incapacidad a nivel mundial
(Murray, Vos et al. 2012) y se estima que existe una tendencia de aumento hacia
el 2020 (Murray and Lopez 1997). Dentro de los 6 primeros meses luego de la EVC
la sexta parte de los pacientes requeriran ayuda para la realizacion de sus
actividades cotidianas (Warlow 1998). Se sabe que existe un aumento proporcional
de la incidencia de la EVC con el envejecimiento llegando a ser la primer causa de
discapacidad en adultos mayores (265 afos) (WHO 1988; Warlow 1998). Sin
embargo, cada vez se presentan mas casos en la poblacién en edad productiva (15-
64 afos) (Chiquete E 2012).

Por otro lado, se ha descrito una relacion directa del numero de muertes por EVC
con el grado de desarrollo de los paises; en un estudio multicéntrico sobre casos
incidentes de EVC comprendidos entre 1970 y 2008 se observo un decremento del
42% en los paises desarrollados y un aumento del 100% en paises de bajo a
mediano desarrollo (Feigin, Lawes et al. 2009). Esto se debe en gran parte al
avance tecnologico de los servicios de salud, numero de empleados sanitarios y a
la disminucion de los factores de riesgo, que en general son los mismos que los
cardiovasculares; tabaquismo, diabetes mellitus, obesidad e hipertension arterial.
(Warlow 1998; Kolominsky-Rabas, Weber et al. 2001).

En México, segun cifras del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica; la EVC ocupé la sexta causa de muerte con 31,997 muertes lo que
represento el 54.22 % del total de defunciones durante el afio 2013 (INEGI 2013).
Es evidente, la gran importancia sanitaria de esta enfermedad tanto a nivel mundial

como nacional.
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Clasificacion del EVC

Son dos los tipos de alteraciones que puede presentar un vaso sanguineo cerebral
para producir una EVC, la ruptura o la oclusion como se aprecia en la Figura 2. La
ruptura (no traumatica) que generalmente es precedida por aneurismas y/o
hipertension arterial provoca hemorragia, si ésta no es detenida por hemostasis se
produce una extravasaciéon masiva de sangre y dependiendo de la zona donde se
presente se clasifica en hemorragia intracerebral con 2/3 partes del total de los
eventos (puede ser intraparenquimatosa o intraventricular), o hemorragia
subaracnoidea con 1/3 (Sudlow CL 1997).

Fig. 2. Tipos de EVC por causa. (Modificado de Heart and Stroke Foundation of Canada
http://www.heartandstroke.com/site/c.ikIQLcMWJtE/b.3483933/)

La oclusién puede deberse a la obstruccion del lumen vascular por un coagulo
sanguineo, que puede ser de dos tipos: trombo o émbolo. El trombo es un cuerpo
soélido que se forma al coagularse la sangre y obstruir el flujo sanguineo cerebral
(FSC) generalmente debido a problemas con los factores de coagulacion o por
densas placas de ateroma. Cuando se forma un trombo en un lugar alejado del
cerebro (corazon, extremidades, etc.) puede desprenderse todo o una parte de éste,
y circular hasta la vasculatura cerebral donde puede formar un tapon oclusivo
disminuyendo parcial o totalmente el FSC. En este caso el coagulo es un émbolo
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sanguineo, sin embargo, existen otros tipos de émbolos no sanguineos (sépticos,
aeéreos, tisulares, grasos, etc.) que también pueden producir oclusion (Figura 3)
(Lee, Betz et al. 1996).

Fig. 3. Tipos de coagulos sanguineos oclusivos. (Modificado de Medline Plus
https://iwww.nIm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/esp_imagepages/18120.htm)

A esta disminucion del aporte sanguineo al cerebro se le conoce como isquemia
cerebral que posteriormente puede llegar a producir un infarto. Sin embargo, si la
oclusion es momentanea y los sintomas desaparecen en menos de 24 horas, no se
presenta infarto ni secuelas, a esta oclusion no permanente se le denomina ataque
isquémico transitorio (Albers, Caplan et al. 2002). La EVC de etiologia isquémica
es la mas frecuente ya que representa el 85% (Durukan and Tatlisumak 2007) del
total de casos; se clasifica por su causa en: aterotromboticos, cardioembdlicos y
lacunares (pequenos infartos subcorticales <15 mm de diametro, que representan
el 25% del total de EVC isquémicos) como se aprecia en el cuadro de la Figura 4.
(Sacco, Marini et al. 2006; Bejot, Catteau et al. 2008). Cuando se presenta un
paro cardiorespiratorio que conlleve a la hipovolemia puede presentarse isquemia
sin oclusion directa de la vasculatura cerebral, en este caso se habla de una
isquemia global ya que la afectacion no es focalizada (MacManus, Buchan et al.
1993). En un estudio multicéntrico realizado en México en el afo 2010 se encontré
que después de 30 dias de hospitalizacion las tasas de mortalidad son mas
elevadas para los tipos hemorragicos: Intracerebral 33.6% y subaracnoidea 29.3%,

en comparacion con 13.9% para la EVC isquémica (Chiquete E 2012). Con esto,
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se concluye que pese a que la EVC isquémica es la mas frecuente, es la menos

letal, por lo cual los esfuerzos se han centrado en favorecer la recuperacion tras el

dafo.
Enfermedad Vascular
Cerebral
1
I 1
Isquémica Hemorragica
1
L I 1
Obstruccién ;
isquémica transitoria Intracerebral Subaracnoidea
| |
Global Focal Intraparenquimatosa

— Cardioembolico

b Lacunar

Fig. 4. Clasificacion por subtipos de la EVC. Modificado de (E. Diez-Tejedor 2001)

Fisiopatologia de la isquemia cerebral

El cerebro es un d6rgano particularmente sensible a la isquemia, pues se ha
reportado que con una interrupcion absoluta del FSC de tan sélo 5 minutos
comienzan a morir ciertos tipos neuronales como las hipocampales del area CA1, a
diferencia de miocitos cardiacos o hepatocitos que requieren de 20 a 40 minutos de
isquemia para comenzar a morir (Lee, Grabb et al. 2000). En el EVC isquémico
ocasionado por trombosis, embolismo o hipoperfusion sistémica, la disminuciéon en
la perfusidon sanguinea implica disminucion en el aporte de oxigeno (hipoxia),
glucosa (hipoglucemia) y otros nutrientes como agua, hormonas, electrolitos,

vitaminas, etc. (Agani and Jiang 2013). Esta afectacion presenta un patrén de dano
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gradual en el parénquima cerebral donde se identifican 3 zonas con diferentes
niveles de afectacion: una zona central de hipoperfusion de FSC que se conoce
como foco isquémico donde la perfusién se encuentra a tasas menores de 10 mL
100 g min"', otra zona de dafio parcial periférica al nlcleo con tasas de perfusion
de 10 220 mL 100 g min-' conocida como penumbra isquémica, y circundante a la
penumbra; el parénquima cerebral sin dafios por la isquemia con tasas de perfusion
de FSC mayores a 20 mL 100 g”' min' (Hossmann 1994; Castillo and Rodriguez
2004)

Isquemia y zonas del infarto

La zona de penumbra esta en la periferia del foco isquémico y a diferencia de éste
es una zona potencialmente rescatable donde a pesar de que hay hipoxia e
hipoglucemia, las células presentan alteraciones funcionales pero no morfolégicas
que comprometen su viabilidad. En el tiempo subsecuente, parte de la penumbra
evolucionara hacia tejido sano (oligopenumbra) aunque la mayor parte puede
convertirse en foco isquémico si no se reestablece la reperfusion sanguinea en los
dias subsecuentes a laisquemia (Figura 5). (Dirnagl, ladecola et al. 1999; Miriam

Marafién Cardonne 2014).

Fig. 5. Evolucion temporal del EVC Isquémico. Modificado de (Dirnagl, ladecola et al. 1999)
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Cascada isquémica (aspectos bioguimicos)

Al conjunto de todos los procesos celulares y moleculares que ocurren a partir de la
oclusion de un vaso sanguineo cerebral se les conoce como cascada isquémica,
actualmente no estan del todo claro los mecanismos que se desencadenan, ni cobmo
interactuan entre si, pero se han identificado dos procesos encabezados por
distintos tipos de muerte celular; la necrosis y la apoptosis (Arango-Davila,
Escobar-Betancourt et al. 2004). La muerte por necrosis suele ser subita y se
presenta en la fase aguda de la isquemia cerebral, en tanto que la muerte por
apoptosis se presenta en la fase crénica e incluso en la reperfusion de las horas y
dias subsecuentes (Figura 6) (Beilharz, Williams et al. 1995).

Excitotoxicidad

Despolarizaciones
peri-infarto Inflamacion

_ _ . . . - . Apoptosis
Fig. 6 Eventos dafiinos de laisquemia a través del tiempo, Modificado de (Dirnagl, iauccuia
et al. 1999)

Minutos Horas Dias

Fig. 6. Eventos dafiinos de laisquemia a través del tiempo. Modificado de (Dirnagl, ladecola
et al. 1999)

Estos eventos que comienzan por el decremento del FSC causan una disminucién
en el aporte de oxigeno y glucosa necesarios para mantener el metabolismo celular
cerebral, y dado que las neuronas no cuentan con reservorios energéticos, la falta
de sustratos merma inmediatamente su funcionamiento. Con la disminucion de
oxigeno, la glucdlisis se realiza por la via anaerdbica, la cual produce acido lactico
a partir de piruvato que acidifica el entorno celular, esta disminuciéon en el pH
provoca que el calcio unido a proteinas se libere aumentando su concentracion

intracelular. (Arango-Davila, Escobar-Betancourt et al. 2004). Por otro lado, el O2
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es el aceptor final de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial, por lo que
en condiciones de hipoxia existe un fallo en la produccién de ATP necesario para el
funcionamiento antiporte de la ATPasa de Na‘*/K* y de expulsion de Ca?
intracelular, afectandose la homeostasis idnica de la célula. La disfuncién de la
ATPasa de Na'/K" provoca que los iones que transporta sigan gradientes de
concentracion aumentando el K* extracelular y el Na* intracelular ocasionando que
se pierda el potencial membranal (-70 mV) despolarizando a la célula (Beilharz,
Williams et al. 1995).

Excitotoxicidad

La despolarizacion anoxica causa la activacion de los canales de calcio
dependientes de voltaje que provoca un influjo de Ca?' del medio extracelular
(10,000 veces mayor) al interior de la célula (Chin and Means 2000), esto provoca
un aumento en la fusién de las vesiculas sinapticas a la membrana y causa la
liberacion de neurotransmisores contenidos en estas vesiculas por exocitosis, como
el glutamato, que es el aminoacido excitador mas abundante del cerebro. Una vez
en el espacio sinaptico en condiciones fisioldgicas; los niveles de glutamato
disminuyen por mecanismos de recaptura dependientes de ATP convirtiéndose en
glutamina en el interior de los astrocitos. Este proceso esta afectado después de la
hipoxia (Lee, Grabb et al. 2000) donde hay una consecuente elevacion de la
concentracion extracelular de glutamato que puede llegar a producir excitotoxicidad
(toxicidad por excitacion). El glutamato puede actuar sobre 2 familias de receptores;
metabotropicos e ionotropicos, se clasifican 3 de estos ultimos por sus agonistas
farmacoldgicos: acido kainico, acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA) (Dirnagl, ladecola et al. 1999). El receptor
NMDA (NMDAR) es un canal idnico no selectivo para Na* y Ca?* que se encuentra
bloqueado por un ion Mg?*, en la isquemia al despolarizarse la membrana, y por la
acidosis previamente instaurada, éste se desplaza y permite el libre influjo de
cationes y el aumento de calcio intracelular provoca la liberacion de mas calcio del
reticulo endoplasmico a través de receptores de rianodina (principalmente el tipo R2

y R3) (Zucchi and Ronca-Testoni 1997) Esto promueve la liberacion de aun mas
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calcio en un fendmeno que se conoce como liberacién de calcio inducida por calcio
(Chin and Means 2000) el cual a su vez se une a calmodulina, una importante
proteina intracelular encargada de la regulacion de numerosas enzimas
proteoliticas cascada abajo. La liberacidén excesiva de calcio exacerba el dano inicial

de la despolarizacion (Martinez-Estrada, Rodriguez-Millan et al. 2003).

Generacion de especies reactivas

La activacion enzimatica por excitotoxicidad provoca la activacion de la 6xido nitrico
sintasa (NOS) que produce oxido nitrico (NO) a partir de L-arginina, que al unirse
con el radical superéxido (O2*) resultante de la ganancia de un electron de la cadena
respiratoria en la molécula del Oz, forma peroxinitrito (ONOO- ), el cual se
descompone en didéxido de nitrégeno (NO2) y en radical hidroxilo (HO*) que es un
importante oxidante de membranas celulares mediante mecanismos de

lipoperoxidacién (Diane 1997).

Respuestas moleculares a la isquemia

La generacion de radicales libres junto con la accion de factores proapoptopicos
como BAK (del inglés Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) homologous antagonist/killer), BAD
(del inglés Bcl-2-associated death promoter), BAX (del inglés Bcl-2 associated X
protein), PUMA (modulador de apoptosis regulado por p53), y NOXA (proteina de la
misma familia) etc. (Rehncrona, Mela et al. 1979) favorecen la formacién del mPTP
(poro de permeabilidad de transicion mitocondrial) por donde se da la liberacién del
citocromo ¢, Smac/DIABLO (del inglés second mitochondria-derived activator of
caspases / direct IAP-binding protein with low pl) y el AIF (factor inductor de
apoptosis) que se encuentran dentro de la mitocondria, ademas de alterar el
potencial de membrana mitocondrial (AWYm). El citocromo ¢ cumple funciones
energéticas en el interior mitocondrial, pero una vez fuera de esta, se une a APAF-
1 (del inglés apoptosis protease-activating factor-1) y recluta a la procaspasa-9

activandola en presencia de la HSP70 (del inglés 70 KDa heat shock protein)
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(Ravagnan, Gurbuxani et al. 2001) a caspasa-9; ambas forman el apoptosoma.
Este complejo proteico activa a la procaspasa-3 y junto con las otras caspasas
efectoras (6 y 9) las proteinas antiapoptopicas Bcl-XL (del inglés B-cell lymphoma-
extra large) y Bcl-2 son inactivadas (Cao, Luo et al. 2002). La caspasa-3 induce la
protedlisis del ICAD (inhibidor de caspasa activada de ADN) el cual ya no puede
detener la accién de CAD (caspasa activada de ADN) que se trasloca al nucleo y
produce la fragmentacion enzimatica de los nucleosomas que contienen al DNA.
(Tominaga, Kure et al. 1993; Enari, Sakahira et al. 1998). El aumento intracelular
de calcio también ocasiona la activacién enzimatica de la PLA> (fosfolipasa A2) que
se encarga de actuar sobre el enlace éster del acido araquidonico para que las
enzimas lipo-oxigenasa (LOX) y ciclo-oxigenasa (COX) sinteticen eicosanoides,
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos los cuales contribuyen a la
neuroinflamacion mediante la IL-6 e IL-8 (interleucina 6 y 8) (Saito, Suyama et al.
1996).

Otra de las enzimas sobreactivadas por las altas concentraciones de calcio
intracelular es la fosfolipasa C gama (PLCy) que se encarga de la hidrdlisis de
fosfolipidos membranales (PIP2) éste produce fosfatidilinositol 3 (IP3) que se une a
su receptor en el reticulo endoplasmico y promueve la liberacién de aun mas calcio
al medio intracelular. También se produce diacilglicerol (DAG) que junto con el Ca2+

promueven la actividad de fosfocinasa C (PKC).

Regqulacion transcripcional en respuesta a la isquemia

Durante la isquemia el factor inducible por hipoxia, del inglés hipoxia-inducible
factor 1 (HIF1- a) también se regula por el factor nuclear de cadenas kappa ligeras
de células B activadas (NF-kB) a nivel postranscripcional. En condiciones
fisiolégicas (normoxia) se mantienen niveles relativamente bajos de HIF1-a por
accion de las prolil hidroxilasas (PHD’s) mediante un mecanismo dependiente de
hierro y oxigeno que induce su posterior ubiquitinacién y degradacién proteosomal.

Durante la cascada isquémica la hipoxia es el principal disparador de la respuesta
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de HIF, pues la hidroxilacién en los residuos de prolina no se lleva a cabo, lo que
aumenta los niveles de HIF1-a que se acopla a HIF1- B (traslocador nuclear), éste
heterodimero ya en el nucleo es un importante factor de transcripcidén que regula la
expresion de mas de 100 genes, entre ellos el del VEGF, siendo su principal

activador en la isquemia (Krohn, Link et al. 2008).

Alteraciones en la Barrera Hemato Encefalica (BHE)

El cerebro es un o6rgano inmunoldgicamente privilegiado que cuenta con
caracteristicas especiales en su vasculatura. La irrigacion sanguinea a nivel
cerebral, tiene lugar en un microambiente muy controlado compuesto por neuronas,
células endoteliales, astrocitos y pericitos que se conoce como  unidad
neurovascular (Figura 7). Este endotelio vascular cerebral es diferente a los de otros

organos en su composicion y comportamiento (Lok, Gupta et al. 2007).

Neurona

Astrocito

Célula
Unién endotelial
estrecha
Microglia
Lamina
baosal

Pericito Luz capilar

Fig. 7. Componentes de la unién neurovascular. Tomado de (Hallenbeck, Del Zoppo et al.
2006)
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Las células endoteliales que lo componen presentan:

* Uniones estrechas en su cara lateral.

*Una membrana basal mas gruesa formada por laminina-1,-2,-4 y -5 y colageno
V.

*Nivel elevado de resistencia eléctrica transendotelial.

*Tasas bajas de trancitosis y transporte paracelular en normoxia.

*Elevado numero de mitocondrias asociado a su alta actividad metabdlica.

*Su citoplasma no presenta las fenestraciones que tienen otros capilares del

cuerpo de mayor permeabilidad.

*Expresion polarizada de receptores en sus membranas basolateral y apical para
regular selectivamente el paso de sustancias (moléculas, iones) e incluso células

a través de estas. (Nakagomi, Kubo et al. 2015)

Las uniones estrechas hacen de los capilares cerebrales estructuras muy
reguladas, volviendo a las células endoteliales mas cercanas entre si y menos
permeables (Abbott, Ronnback et al. 2006).

Estas uniones forman un entramado proteinico con forma de cierre que le confiere
a la BHE su funcién impermeable. Al conjunto de estas uniones estrechas u
oclusoras, también se le conoce como zonula occludens. La proteina ZO-1 de 225
KDa asociada al lado citoplasmatico de la membrana se expresa en el endotelio de
la BHE (Morin-Brureau, Lebrun et al. 2011) y se ha demostrado que a mayor

fosforilacion de la misma es mayor el grado de cierre de las uniones estrechas.
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Su funcion es regular su fosforilacidon e interaccionar con otros componentes del
citoesqueleto. Ademas de ZO-1, se han identificado y caracterizado otras proteinas
como la cingulina de 108 KDa; proteina membranal periférica, otras proteinas
transmembranales muy importantes son la ocludina de 60 KDa que se une a ZO-1
y las claudinas; pequenas proteinas de 20-24 KDa, siendo las 3, 5y 12 las mas

abundantes en la BHE.

Dentro de las uniones adherentes se encuentran las cadherinas de 120 a 140 KDa
proteinas transmembranales que son moléculas de adhesién dependientes de
calcio y que estan bien caracterizadas por su interaccion con las cadenas de actina
que forman el citoesqueleto y molécula de adhesién plaquetoendotelial-1 (PECAM-
1), glicoproteina trasmembranal de 130-140 KDa que se encuentra fuertemente
expresada en células endoteliales como se aprecia en la Figura 8. (Posada-Duque,
Barreto et al. 2014).

Claudina

Ocludina
Unién
estrecha
Actina

Cateninas Unién

V- Cadherina
adherente

Fig. 8. Componentes la Zonula Ocluddens (Tomado de
http://www.neurology.org/content/78/16/1268)

Tras la isquemia en la zona de penumbra, la microglia activada comienza a liberar
citocinas y moléculas de adhesion, en el trascurso de horas a dias se incrementan
los procesos angiogenicos, y tras dias, semanas y meses los astrocitos

sobreexpresan proteina gliofibrilar acida favoreciendo la cicatrizacion glial ademas
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de un aumento en la expresion de acuoporina 1 y 4 que exacerban el edema

vasogeénico. (Dirnagl, ladecola et al. 1999)

La permeabilidad selectiva de la BHE es muy importante para el correcto
funcionamiento del encéfalo, pues por un lado permite la entrada de oxigeno y
glucosa, entre otros nutrientes, y por otro, evita la entrada de sustancias toxicas y
agentes patogénicos. Cuando la glucosa se encuentra disuelta en el torrente

sanguineo logra atravesar la BHE por transporte activo.

El oxigeno, el anhidrido carbdnico, y el alcohol etilico son ejemplos de sustancias
que también penetran la BHE, pero éstas a diferencia de la glucosa, lo hacen por
difusion pasiva. Esta permeabilidad altamente selectiva y controlada se ve afectada
en procesos isquémicos, por la liberacion de matriz metaloproteinasas (MMP)
especialmente la MMP-9 a partir polimorfonucleares que logran filtrarse por

diapédesis de la vasculatura periférica (Morin-Brureau, Lebrun et al. 2011).

Esta La MMP-9, tiene como funcién principal degradar las uniones estrechas que
constituyen la BHE, ocasionando interrupciones en las proteinas que le confieren
integridad a la barrera, y de esta manera el edema empeora en la fase cronica

postisquémica (Bauer, Burgers et al. 2010)

El complejo proceso de la cascada isquémica y las vias moleculares que ésta
implica esta interrelacionada con otros procesos como son: permeabilidad de la
BHE, exitotoxicidad glutamatérgica, neuroinflamaciéon, necrosis, apoptosis
intrinseca, aumento de la concentracion de calcio intracelular, etc. Y cada uno activa
a su vez otras reacciones endogenas, lo que exacerba el dafio inicial ocasionado
por la oclusién capilar. En la Figura 9. se abordan estos procesos de forma mas

detallada.
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Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El VEGF es una glicoproteina y factor de crecimiento con una importante actividad
durante la vasculogénesis embrionaria y en el organismo maduro (angiogénesis)
(Sun, Jin et al. 2003), también se encuentra asociado a angiogénesis patologica
como ocurre con el crecimiento de tumores malignos (Ogunshola, Stewart et al.
2000). Otras moléculas implicadas en la regulacién positiva de la angiogénesis son
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante
alfa (TGF-a), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de crecimiento derivado

de plaquetas (PDGF), angiopoyetinas 1y 2 e interleucina-8 (Herrera 2006)

Existen 6 miembros en la familia del VEGF; A, B, C, D, E'y PIGF; cuando se habla
de VEGF, comunmente se hace referencia al VEGF A de 45 KDa, involucrado
principalmente en la formacién de vasos nuevos, mientras que los miembros Cy D
estan implicados en linfoangiogénesis (formacion de vasos del sistema linfatico)
(Ma, Zechariah et al. 2012).

En el humano el gen que codifica para el VEGF presenta 8 exones y 7 intrones, por
lo que puede presentar diferentes isoformas de acuerdo a los exones que se hayan
eliminado de la secuencia de mRNA y al numero de aminoacidos que conforma a la
proteina funcional (splicing alternativo) que pueden generar diferentes formas de
splicing; VEGF-A121, VEGF-A145 VEGF-A165, VEGF-A180, VEGF-A189 y VEGF-Axos,
presentando estos diferente masa molecular y propiedades biolégicas. La isoforma
mas abundante es VEGF-A1es y las menos comunes son el VEGF-A145 y el VEGF-
A1gs (Ferrara, Gerber et al. 2003). Todas las isoformas de VEGF pueden actuar
sobre sus receptores de tirosin cinasa (RTKs por sus siglas en inglés); RTKs;
VEGR-1 (FIt-1), VEGR-2 (KDR/Flk-1) y VEGR-3 (Flt-4) y algunas se pueden unir a
los co-receptores de neuropilina (Grothey and Galanis 2009). VEGF-Aies se
encuentra cargado positivamente y se une a la heparina, actiua sobre VEGFR1 y
VEGFR2, pero las funciones de la activacién del VEGFR1 aun no han sido bien

estudiadas, (Kliche and Waltenberger 2001) y actualmente se piensa que su
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principal funcion es la de competir con VEGFR2 por el ligando (Figura 10). (Ma,
Zechariah et al. 2012) El VEGF-A1es5 presenta mayor afinidad al VEGFR2, aunque
también puede unirse a la neuropilina-1 incrementando la afinidad por este.
(Neufeld, Kessler et al. 2002)

Fig. 10. Receptores de VEGF, ligandos y sus efectos. Tomado de (Grothey and Galanis

Isoformas: 121

Ligando
Dominio TK
Neuropilina
Recluta.miento de . Proliferacién Supervivencia
progenitores endoteliales  parmeabilidad Migracién
Migracion / Invasion
Vasculogénesis y angiogénesis Linfoangiogénesis

2009)

Tras la unién del VEGF-A al VEGFR2 éste se autofosforila y comienza una serie
de fosforilaciones y sefalizaciones cascada debajo de diferentes vias como protein-
cinasas activadas por mitogenos, fosfoinositol 3 quinasa, proteina cinasa C gamma,
sintasa de oxido nitrico endotelial y diana de rapamicina de células de mamifero;
(MAPK, PI3K, PKC vy, eNOS y mTOR por sus siglas en inglés respectivamente) que
estan involucradas en mecanismos de proliferacion, angiogénesis, neuroproteccion,
etc (Ferrara, Gerber et al. 2003; Ma, Zechariah et al. 2012).

También se ha descrito la polarizacion en la distribucion de los receptores de VEGF
en la vasculatura cerebral, encontrandose mayor abundancia y actividad del

VEGFR1 en el lado apical-luminal, y del VGFR2 en el lado basal/abluminal, asi
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como mayor afinidad del ligando hacia los homodimeros de cada receptor como se

aprecia en la Figura 11. (Hudson, Powner et al. 2014).

Sangr

[ Citoproteccion ]

Permeabilidad

Tejido
(inflamacién; hipoxia) neural

Fig. 11. Polarizacion de los receptores de VEGF en el endotelio vascular cerebral. Tomado
de (Hudson, Powner et al. 2014)

En condiciones de hipoxia se aumenta la cantidad del VEGF que puede favorecer
la neuroproteccion debido probablemente a la generacion de nueva vasculatura
cerebral. Sin embargo, esta vasculatura no es totalmente funcional, pues presenta
la caracteristica de ser altamente permeable (Wang, Kilic et al. 2005) ya que se
ha demostrado que el VEGF actua sobre la permeabilidad vascular (Martinez-
Estrada, Rodriguez-Millan et al. 2003; Jiang, Xia et al. 2014), e induce
neuroproteccion y neurogénesis (Sun, Jin et al. 2003; Ma, Zechariah et al. 2012).
También, el VEGF favorece el crecimiento axonal y la supervivencia celular en
cultivos neuronales (Wang, Guo et al. 2007). Diversos tipos celulares producen
VEGF durante la isquemia, incluso se ha reportado que en condiciones de estrés

los mismos pericitos liberan VEGF al medio, sin embargo el principal tipo celular
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que lo sintetiza y libera en el cerebro son las células endoteliales de la

microvasculatura (Bai, Zhu et al. 2015).

Se ha identificado que uno de los mecanismos por los cuales VEGF induce
neuroproteccion en el dafio cerebral por isquemia es mediante la disminucién en la
actividad de caspasa-3, la inhibicion de la fosforilacion del canal de potasio y
decremento de las corrientes de este cation (Wang, Guo et al. 2007), la activacion
de la via (PI3K/Akt) (Chen, Xiong et al. 2012) al promover a HIF-1a de manera
oxigeno-independiente (Agani and Jiang 2013).

El VEGF es una dglicoproteina y factor de crecimiento secretado de manera
enddgena originalmente descrito como factor de permeabilidad vascular (Herrera
2006), y se sabe que esta involucrado en procesos de vasculogénesis,
angiogénesis, neurogénesis y neuroproteccion (Ferrara, Gerber et al. 2003). Luego
del evento isquémico, el VEGF tiene un efecto dual en el organismo, por un lado la
formacion de vasculatura aberrante y sin barrera que exacerba la formacion de
edema, y por otro la neuroproteccion mediante el bloqueo de la apoptosis y
produccion de estimulos de supervivencia que contrarrestan los efectos lesivos de

la isquemia (Sun, Jin et al. 2003).

Disefio experimental

Modelo de oclusién de la arteria cerebral media (MCAQ)

Con el objetivo de estudiar la compleja fisiopatologia de la isquemia cerebral se ha
buscado reproducir tal fendbmeno en cultivos in vitro de neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos, y células endoteliales al aplicarles condiciones de privacion de O»

y glucosa. Sin embargo, con los resultados obtenidos no se puede generalizar la
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respuesta del organismo, por lo que también se ha buscado inducir la isquemia en
animales de experimentacion, los primates no humanos son los mas adecuados en
términos de evaluacion neurolégica debido a su parecido anatomico con el humano
y en cuanto a integracién sensomotora y comportamiento, pero el uso de rata de
laboratorio es el modelo mas empleado debido a su costo relativamente bajo y
facilidad en reproducibilidad y mantenimiento (Rousselet, Kriz et al. 2012). Para
producir isquemia global se utiliza la oclusion caroétida bilateral (Speetzen, Endres
et al. 2013) pero para el estudio in vivo de la isquemia focal transitoria, el método
mas empleado es la cirugia de MCAO (Shiraishi and Simon 1989) la cual consiste
en la introduccién de un filamento a través de la arteria carotida comun hasta el
origen de la Arteria Cerebral Media (MCA, por sus siglas en inglés). Figura 12.
(Ansari, Azari et al. 2011).

Fig. 12. A) Anatomia Vascular Cerebral de la rata. B) Introduccién del monofilamento, por la
arteria carotida externa (Longa, Weinstein et al. 1989) o por la arteria carétida comin (Koizumi
J 1986) hacia el origen de la arteria cerebral media para inducir isquemia.

ACA: Arteria Carotida Anterior, MCA: Arteria Cerebral Media, ECA: Arteria Cardtida Externa,
ICA: Arteria Carétida Interna, PCOM: Arteria Cardtida Postcomun, PPA: Arteria PteroPalatina.

Tomado de (Canazza, Minati et al. 2014)
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Esta arteria se encuentra principalmente implicada en el infarto isquémico e irriga al
I6bulo frontal, parietal y temporal. Su oclusion presenta afectaciones en la corteza,
el estriado, el cuerpo calloso y el hipocampo, como se puede apreciar en la Figura
13.

Fig. 13. Porciones del cerebro humano irrigadas por la MCA. Tomado de (Blumenfeld 2010)

Reaccion de reduccion del TTC

Aunque algunas de las técnicas de imagen como la tomografia por emision de

positrones y la resonancia magnética funcional se utilizan en investigacion basica
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en modelos experimentales murinos, el método de tincién con cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazoilo (TTC) es quiza el mas empleado debido a su facilidad, bajo costo y
alta precision al momento de delimitar la zona de infarto (Lundy, Solik et al. 1986).
El TTC es un compuesto de color blanco ligeramente amarillento con peso
molecular de 334.8 g/mol, foto- y termo-sensible, es una sal altamente hidrosoluble
lo cual facilita su preparacion y penetracion en los tejidos, se emplea como indicador
redox en experimentos bioquimicos para evaluar viabilidad celular, es muy util para
identificar respiracion celular y por ende se utiliza para tefir aquellas células

metabodlicamente activas, en este caso neuronas y glia (Isayama, Pitts et al. 1991).

El fundamento de esta técnica es la reduccion del TTC a un precipitado de sales de
formazan de color rojo en la cadena respiratoria mitocondrial (transporte de
electrones) que ocurre unicamente en el tejido metabdlicamente activo del
parénquima cerebral dejando sin tefir a las zonas metabdlicamente silentes tras el

dafio (zona con disfuncién mitocondrial). Figura 14. (Bederson, Pitts et al. 1986).

Aceptacion de electrones

N—N - HN\N
|+ \ Succinato deshidrogenasa |
N (Membrana mitocondrial interna) N
N %N
cl
Cloruro de 2,3,5-Trifeniltetrazolio 1,3,5-Trifenilformazan
(Blanco) (Rojo)

Fig. 14. Reaccién de reduccion del TTC. Modificado de (Zhang G 2014)

Sin embargo, esta técnica sélo es objetiva dentro de las primeras 48 horas luego de
instaurada la isquemia, pues la permeabilidad selectiva de la BHE esta afectada y
esto causa la infiltracion de células del sistema inmune (que son células
metabdlicamente activas), alterando los resultados de la prueba (Liszczak, Hedley-
Whyte et al. 1984). De esta manera el TTC sirve para evaluar en qué areas del
cerebro existio un episodio isquémico y cuantificar el volumen del infarto.
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Adicionalmente se realiza un procesamiento grafico digital a las imagenes obtenidas
de los cerebros tefiidos con TTC con los cuales es posible realizar una aproximacion
cuantitativa del volumen del infarto (Bederson, Pitts et al. 1986; Tureyen,
Vemuganti et al. 2004).

Tincion de Nissl

Cuando las neuronas se someten a la privacion de oxigeno y nutrientes como en el
caso de la isquemia sufren diversos cambios morfologicos, uno de los mas
relevantes es la degeneracion de los acidos nucleicos. Franz Nissl (1860-1919)
desarrollé6 un método de tincidén capaz de evaluar la presencia de DNA nuclear y de
agrupaciones basdfilas citoplasmaticas ricas en RNA donde se lleva a cabo la
sintesis proteica (cuerpos de Nissl) en el reticulo endoplasmico rugoso. En ciertas
condiciones como en la cariolisis (fendmeno fisiopatolégico caracterizado por la
accion litica de DNAasas sobre la cromatina) los cuerpos de Nissl pierden esta
capacidad de unirse a colorantes acidofilos como el violeta de cresilo y no retienen

el colorante, permaneciendo incoloros (Ogunshola, Stewart et al. 2000).

Nissl descubrié que con colorantes acidofilos como anilina, rojo neutro, azul de
toloudina o violeta de cresilo se pueden marcar estas estructuras e indirectamente
tener una estimacion certera de la viabilidad neuronal (Escarbajal 2006). La tincion
de Nissl ofrece un panorama general de la distribucion, tamafo y morfologia
neuronal en el tejido nervioso, sin embargo no permite obtener informacion acerca
de las ramificaciones de dichas neuronas pues por esta técnica no es posible
observar al microscopio Ooptico los axones ni dendritas, los cuales pueden
observarse mediante técnicas inmunohistoquimicas. Con la tincién de Nissl es
posible observar y evaluar de manera objetiva la densidad neuronal asi como la
presencia de nucleos picnéticos (cromatina condensada) tras un episodio isquémico
(Lifshitz, Friberg et al. 2003).
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Método de Lowry y fluorescencia del azul de Evans

El colorante diazoico azul de Evans se utiliza in vitro para evaluar permeabilidad
celular e in vivo para identificar fugas de proteina, ya que se fija a la albumina y
permite directamente evaluar la permeabilidad vascular (Belayev, Busto et al.
1996).

La albumina es la proteina plasmatica mas abundante (50% aproximadamente) por
lo que es un buen indicador de la permeabilidad de la BHE (Ujiie, Dickstein et al.
2003). Si el cerebro se encuentra tefido de color azul, se sugiere que existe fuga
de proteinas debida a la alteracién en la permeabilidad de la BHE pues en
condiciones fisiologicas, la albumina no atraviesa la barrera. Las uniones estrechas
presentan un diametro de aproximadamente 2 nm, permitiendo sélo el paso de
moléculas pequenas solubles en agua y la albumina de 6 nm, pero en el caso donde
hay alteracién en su conformacion las uniones estrechas pueden abrirse hasta 20
nm, permitiendo asi el paso de la albumina y otras moléculas circulantes
(Phinikaridou, Andia et al. 2012).

Tras un dafo cerebral o induccién de la permeabilidad con agentes hiperosmaticos,
un método para evaluar el grado de afectacién en la vasculatura cerebral es la
determinacién espectrofluorométrica de la cantidad de azul de Evans permeado al
parénquima cerebral. El azul de Evans tiene una longitud de onda de excitacion a
620 nm y un pico de emisién a 680 nm, fluoresce en color rojo. Figura 15. (Saria
and Lundberg 1983; Ujiie, Dickstein et al. 2003).
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Fig. 15. Espectro de absorbancia y emisidn del azul de Evans. Tomado de (Saria and
Lundberg 1983)

Para realizar la determinacién de la cantidad proteica existen diversos métodos
como el ensayo de Bradford, método acido bicinconinico, absorcion UV directa, etc.
El método de Lowry se fundamenta en dos reacciones: La reduccion del Cu?*a Cu*
en un medio alcalino al quelarse con los enlaces peptidicos de las proteinas de la
muestra produce una solucién de color azul tenue vy la intensificacion de este color
al reducirse el reactivo de Folin mediante el complejo cobre-proteina en un medio
acido. Figura 16. Este método es ampliamente usado para dicho fin dada su alta
sensibilidad, que no requiere digestion previa y facilidad de realizacion y adaptacién
en el laboratorio. Sin embargo, tiene algunas desventajas como interferencias con
agentes quelantes y reductores de cobre, presencia de acidos y alcalis fuertes y
concentracion de triptéfano y tirosina en la muestra, pues estos también reaccionan

con el reactivo de Folin, reduciéndose (Lowry, Rosebrough et al. 1951).
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Fig. 16. Fundamento de la determinacion proteica de Lowry. Tomado de

http://www?2.uah.es/bioquimica/Sancho/farmacia/practicas/Lowry.pdf

Inmunohistofluorescencia

Un método muy utilizado en investigacion para describir alteraciones celulares es el
marcaje de estructuras proteicas intra- e inter-celulares. Esto se logra mediante el
uso de anticuerpos especificos que se unen a proteinas indicadoras

de lo que se desea estudiar (Krause, Protze et al. 2015). Se utiliza el marcaje de
claudina-5 (Goncalves, Ambrosio et al. 2013) como indicadora de alteraciones en
la microvasculatura y de PECAM-1 como marcaje de la vasculatura (Ruffer and
Gerke 2004; Krause, Protze et al. 2015).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque se sabe que la expresion del VEGF aumenta después del infarto cerebral
isquémico, no esta bien entendido de qué manera su actividad dual sobre la
permeabilidad de la BHE y la neuroproteccion influye en el volumen de infarto
producido después de la isquemia. Por tanto, es importante analizar el efecto de la
administracion exégena de VEGF recombinante y analizamos éstos en funcion de

la dosis administrada.
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HIPOTESIS

La administracion de VEGF exdgeno por via intracerebroventricular en ratas con
infarto cerebral inducido por MCAO transitoria, producira efectos neuroprotectores

de manera dosis dependiente.
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OBJETIVOS

General

> Determinar los efectos de la administracion de diferentes cantidades de
VEGF exdgeno sobre el volumen de infarto en un modelo experimental de

isquemia focal transitoria.

Particulares

> Evaluar el volumen del infarto cerebral con diferentes cantidades de VEGF

exdégeno por el método de tincion ex vivo con TTC.

» Evaluar la viabilidad neuronal con diferentes cantidades de VEGF exdgeno

por el método de la tincion con violeta de cresilo.

» Evaluar cualitativa y cuantitativamente la permeabilidad de la BHE al
marcador azul de Evans con diferentes cantidades de VEGF exdgeno
mediante microscopia de fluorescencia y espectrofluorometria como analisis

de la funcion de la BHE.
» Evaluar la integridad estructural de cldn-5 y PECAM-1 como indicadores de

la integridad de la BHE con diferentes cantidades de VEGF exdgeno por

medio de imunohistofluorescencia.
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METODOLOGIA

Animales de experimentacién

Se emplearon ratas adultas macho cepa Wistar con peso entre 270 y 320 g
alimentadas ad libitum con ciclos de luz/obscuridad de 12 horas sin entorno

enriquecido.

Induccidon de isquemia cerebral transitoria (cirugia MCAQ)

Los procedimientos quirurgicos fueron realizados por una Médica Veterinaria
Zootecnista siguiendo los lineamientos de la Comision Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Investigacion del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
Para la induccion de la isquemia, se anestesié al animal y se introdujo un
monofilamento de nylon recubierto en la punta con silicén (Doccol, California, EUA)
de 30 mm de largo y 0.37 mm en su parte mas gruesa por via intraluminal desde la
arteria carétida externa (Longa, Weinstein et al. 1989) que se comunica con la
arteria carétida interna hasta el origen de la MCA en el poligono de Willis con lo que
la perfusién sanguinea cerebral en ese hemisferio se bloqueé por 90 minutos,
después de los cuales el filamento fue removido para permitir la reperfusion durante
24 horas. (Speetzen, Endres et al. 2013) Para el grupo experimental del control de
cirugia (sham) se realizé6 el mismo procedimiento quirdrgico, exceptuando la

introduccién del monofilamento oclusor.

Administracion del tratamiento

La administracion intracerebral de los diferentes tratamientos de llevé a cabo 30 min
después de iniciada la reperfusion, mediante inyecciones intracerebroventriculares
con las siguientes coordenadas estereotaxicas: anteroposterior (AP): -0.98 mm,
lateral (L): 1.5 mm, y ventral (V): 4.0 mm y se realizé la administracion del

tratamiento mediante un microcapilar a una tasa de infusion de 1uL/min.
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Obtencion de tejido cerebral

Pasadas 24 horas del periodo de reperfusiéon, se administré azul de Evans por via
intravenosa a través de la vena femoral a razén de 4 mil/kg de una solucion al 2%
en NaCl 0.9%. Posteriormente, las ratas se sacrificaron por perfusion transcardial
para lo que se les administré pentobarbital sédico via intraperitoneal a razén de 2
ml/kg de una solucion de 0.063 g/ml. Se verifico que los animales se encontraran
completamente anestesiados mediante estimulos fisicos, y se realizé una incisién a
la altura de la apdfisis xifoides, se corté el musculo diafragma por debajo del
esterndn hasta descubrir al corazén levantando la caja toracica y se perforé la
auricula derecha, se inserté una aguja en el ventriculo izquierdo adaptada a una
manguera que mediante una bomba de perfusion permitié el lavado del sistema
circulatorio de los animales con 250 ml de solucién salina balanceada de Hanks
(HBSS) (para analisis de porcentaje de volumen de infarto) o 250 ml de NaCl 0.9%
(para analisis de viabilidad neuronal) durante 15 minutos aproximadamente.
Cuando se verificd que la perfusién fue completa (por la transparencia del liquido

perfundido) se realizdé una craneotomia y se removié el cerebro.

Andlisis macroscopico de la disrupcion de la BHE

Los cerebros se colocaron en una matriz para obtener rebanadas coronales donde
se realizaron 7 cortes coronales de 2 mm de espesor, luego fueron colocados en un
orden consecutivo de la region frontal a la occipital, y se tomaron fotografias con el
fin de identificar las areas de mayor alteracion en la permeabilidad de la BHE a

juzgar por la presencia de coloracion azul en el tejido cerebral (Feng 2012).
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Evaluacién del volumen de infarto cerebral

Sobre los cortes anteriores se realizo la tincion de TTC con una solucion al 2% en
PBS 1X en incubacién a 37°C por 30 minutos en obscuridad. Las secciones se
acomodaron y fotografiaron de la misma manera utilizando una escala en milimetros
con el fin de calibrar las areas medidas con el software Imaged (Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos) para delimitar el area de infarto. Se
realizé la correccion por edema del hemisferio ipsilateral con el contralateral para
obtener las areas de infarto corregidas, y con el valor del espesor del corte se
obtuvieron los volumenes de infarto a partir de las areas cuantificadas (Feng 2012).

Las férmulas que se emplearon fueron las siguientes:

AIC= [AHC - (AHI-AI)] VHC =}’ AHC (2 mm)
VHC: Volumen del Hemisferio
AIC: Area del infarto corregida Contralateral

AHC: Area del Hemisferio Contralateral
AHI: Area del Hemisferio Ipsilateral
Al: Area del Infarto

VI =} ACI (2 mm)
VI: Volumen del infarto

% VI =2 (100)

Una vez fotografiado el tejido se almacend en congelacion con una solucién de
sacarosa al 30% en buffer de fosfatos (PB) 0.1 M hasta el momento de realizar las

determinaciones de extravasacion de azul de Evans (Ansari, Azari et al. 2011).
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Determinacion cuantitativa de la permeabilidad de la BHE por
espectrofotometria (azul de Evans)

De la serie de experimentos de porcentaje de volumen de infarto con TTC a los que
se les inyectd azul de Evans, con ayuda de bisturi y pinzas de diseccion se
extrajeron 3 muestras de tejido de aproximadamente 50 mg por cada una de las dos
secciones con mayor area de infarto del cerebro de la siguiente manera: una de la
zona de foco isquémico, otra de la zona de penumbra (ambas del hemisferio
Ipsilateral) y wuna tercera del hemisferio contralateral que corresponde
anatébmicamente con las anteriores. Se pesaron en una balanza analitica y se
colocaron en tubos de 1.5 ml, luego se homogenizaron con un sonicador con 10
veces el valor de su peso en volumen de buffer de fosfatos salino (PBS) 1X. Se
extrajeron alicuotas de cada muestra de 10 yL para la cuantificacion de proteinas
que se realizd posteriormente y se reservaron a 4°C. A las muestras originales, se
les agregd el mismo volumen de &acido tricloroacético (TCA) al 60% que se les
afadié de PBS 1X para precipitar proteinas, y se agitaron en un vortex durante 2
minutos, luego se centrifugaron a 12000 X g durante 15 minutos a 4°C. Se realizd
una curva estandar con azul de Evans a las siguientes concentraciones 100, 200,
500, 1000, 2000 y 5000 ng/mL por triplicado, se colocaron 100 pl de cada punto de
la curva y sobrenadante de cada muestra en una placa de 96 pozos negra de fondo
traslucido, y se cuantifico la cantidad de azul de Evans infiltrado. Se ley6 la cantidad
de azul de Evans en el espectrofluorometro con un lector de placas a una excitacion
de 620 nm y una emisiéon de 680 nm y se construydé una curva estandar de
concentracion (ng/ml) contra unidades relativas de fluorescencia. Para cuantificar
las alicuotas de homogenizado de proteina se construyd una curva estandar con
albumina de suero bovino a las siguientes concentraciones: 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
6.0, 10.0 y 14.0 mg/ml. Se tomaron por duplicado 3 yl de cada muestra a analizar
(homogenizado de proteina y curva) y se cuantificd la cantidad de proteina por el

método de Lowry.
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Se leyd la absorbancia a 750 nm en un espectrofotdometro y con la curva estandar

se obtuvieron los valores de proteina de las muestras en mg/ml.

Finalmente, se obtuvo el cociente de la cantidad de azul de Evans infiltrada por

cantidad de proteina de la siguiente manera:

ng Cantidad de azul de Evans extravasado (—ﬂ‘gL]
Azul de Evans por proteina (—) = o
mg

Cantidad de proteina en la muestra [%}

Evaluacion microscopica de la viabilidad neuronal, conteos neuronales

Los cerebros perfundidos con NaCl 0.9% se extrajeron y colocaron en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Posteriormente, se transfirieron a una
solucion de sacarosa al 30% para su crioproteccion. Luego, se realizaron cortes de
40 um en el criostato a -22°C que se montaron en portaobjetos gelatinizados para

garantizar maxima adherencia.

Se realizé la tincion con violeta de cresilo mediante fases de hidratacion y
deshidratacion graduales en agua, concentraciones de alcohol etilico al 70%, 95%,
100% y xileno (Rousselet, Kriz et al. 2012). Se realizaron preparaciones
permanentes con resina Permount (Fisher Scientific, New Jersey EUA), y se
tomaron fotografias en el microscopio 6ptico de tres cortes adyacentes por cada

experimento en diferentes zonas de la siguiente manera (Figura 17.):
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Hemisferio Contralateral Hemisferio Ipsilateral

Corteza Corteza

neuronales

Estriado Estriado

Fig. 17. Zonas de obtencion de las microfotografias para el analisis de los conteos

Las fotografias se procesaron mediante el software ImageJ donde se determiné el

numero de neuronas viables por area (Figura 18.):

Fig. 18. Procesamiento de fotografias digitales con ImageJ para conteo neuronal

Con las medidas en pixeles obtenidas de una fotografia de calibracidén se convierten
las unidades en pixeles en unidades por milimetros y finalmente se calcula cantidad

de neuronas por area en mm? y mm?3 (Figura 19.):

0.56m 0.33152 mm’?

/O.Smm

Fig. 19. Transformacién de area a volumen para cuantificacion de la densidad neuronal

0.74 mm
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Evaluacion cualitativa de la fuga de proteinas en la BHE por fluorescencia

Tras la administracién del azul de Evans se obtuvieron cortes coronales de 40 umy
se montaron en laminillas para posteriormente ser observadas en el microscopio de
epifluorescencia a una longitud de onda de excitacién de 620 nm y emisién de 680
nm. El tejido cerebral presenta una leve fluorescencia basal en esa longitud de onda,

por lo que solo se analizaron las zonas con fluorescencia mayor a esta.

Inmunohistofluorescencia

Para esta serie de experimentos no se administré azul de Evans. Se sacrificaron y
perfundieron a los animales con 250 ml NaCl 0.9% durante 15 minutos y se
extrajeron los cerebros. Se realizaron 4 cortes coronales gruesos por cada cerebro
(A, B, Cy D)y se colocaron los cortes B y C en frascos con 10 ml de 2-metilbutano
a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego se pasaron a otros frascos con 2-
metilbutano a -80 °C durante 10 minutos. Pasado este tiempo se guardaron
individualmente ambos cortes en papel aluminio y se reservaron a -80°C hasta por
un periodo aproximado de 3 meses. Se tomé uno de los dos cortes que abarcaba el
area del estriado y corteza, y se realizaron cortes de 14 uym en el criostato. Se
montaron 3 cortes en un portaobjetos y se dejaron a -20 °C por 24 horas,
posteriormente se sumergieron en alcohol metilico a -20 °C durante 10 minutos, se
enjuagaron con PBS 1X por 5 minutos, se permeabilizé el tejido con Triton X100 al
0.2% en PBS 1Xy se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Posteriormente, se realizd
el bloqueo con BSA 5% y Triton X100 en PB 0.1 M a temperatura ambiente en una
camara de humedad por 2 horas, y se lavd. Se aplicaron anticuerpos primarios
PECAM-1 (hecho en ratén) 1:100 y claudina-5 1:100 (hecho en conejo) en solucién
de bloqueo por 48 horas a 4°C (cuarto frio) y en camara de humedad, se realizaron
lavados y se aplicaron los anticuerpos secundarios PECAM-1 Alexa Flour 488 goat
a-mouse 1:200 y claudina-5 Alexa Flour 546 goat a-rabbit 1:200 a temperatura

ambiente en obscuridad y en camara de humedad. Se realizaron 3 lavados y se
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aplicé Hoechst 33342 durante 10 minutos en obscuridad para marcar los nucleos,
se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno y se aplic6 Dako
Mounting Medium (Glostrup, Dinamarca) para colocar los cubreobjetos de

fluorescencia.

VOLUMEN DE INFARTO
Tratamiento Vehiculo VEGF 50 ng VEGF 100 ng SU-1498
>60% - <90% 5 5 3 5
>90% 2 1 2 0

% Caida de perfusion cerebral

Se dejaron secar por 24 horas, se sellaron con barniz y se analizaron por
microscopia confocal. En cada laminilla se localizé la zona de infarto, se utilizdé un
aumento de 63X (inmersidn en aceite) y se realizaron fotografias multicanal en
reconstruccion en Z para conseguir un grupo de imagenes de macro y

microvasculatura cerebral (Bauer, Burgers et al. 2010).

Grupos de estudio

VIABILIDAD NEURONAL
Tratamiento Vehiculo VEGF 50 ng VEGF 100 ng SU-1498
Corteza 5 5 3 5
Estriado 2 1 2 0
EVALUACION DE LA BHE
Tratamiento Vehiculo VEGF 50 ng VEGF 100 ng SU-1498
Foco 6 9 7 7
Penumbra 6 9 7 7
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RESULTADOS

Volumen de infarto

Con la finalidad de obtener el volumen de infarto, mediante la técnica de tincion con
TTC, en los resultados de evaluacion del volumen de infarto (Figura 20 A) se
encontréo un mayor efecto neuroprotector con la dosis administrada de manera
exdgena de 50 ng (13.472 +/- 12.231 %) que con el de vehiculo (30.132 +/- 13.231
%) y con el doble de VEGF (100ng) (28.260 +/- 20.593 %) (Figura 20 B). Esta serie
de experimentos se realizaron sobre ratas a las que se les produjo una oclusion de
60 al 90% del flujo sanguineo cerebral determinado mediante flujometria laser
doppler (LDF), pues con infartos ocasionados por oclusiones mayores al 90% no se
observa neuroproteccion significativa mediada por el VEGF exogeno. (Vehiculo
35.045 +/- 9.567 %, VEGF 50 ng 35.71 +/- 0.0 %, VEGF 100 ng 36.053 +/- 13.789
%, ningun experimento para SU-1498) (Figura 20 C).

A)
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Volimenes de infarto en ratas con MCAO
B) >60 - <90% decremento LDF C)

60 9

409

M T

Volumen de infarto
(% hemisferio ipsilateral)

p=0.0416

Fig. 20. Resultados de la cuantificacién del volumen de infarto en los diferentes grupos. A)
Fotografias representativas de los diferentes grupos donde se aprecian las diferentes
maghnitudes de infarto entre los diversos grupos. B) Volumenes de infarto con caidas en la
perfusién mayor a 60% y menor a 90%. Vehiculo n=5, VEGF 50 ng n=5, VEGF 100 ng n=3, SU-
1498 n=5, se obtuvo significancia entre los grupos con p<0.0416. C) Voliumenes de infarto con
caida en la perfusién mayor a 90%. Vehiculo n=2, VEGF 50 ng n=1, VEGF 100 ng n=2, SU-1498
n=0, no hubo significancia entre los valores.

Por otra parte, se demostré que el inhibir al VEGFR2 con SU-1498 la zona de infarto

cerebral (19.886 +/- 12.452 %) presenta una proporcion similar al grupo de vehiculo.

Viabilidad neuronal

Con el fin de corroborar estos volumenes de infarto a nivel microscopico se empled
la tincion de violeta de cresilo. Con estas preparaciones se observo la presencia de
los cuerpos de Nissl (Figura 21) asi como se logro tener entendimiento mas fino de
lo que le ocurre a las células en la zona de isquemia y penumbra (Figura 22)
ademas de observarse el fendbmeno de los nucleos picnéticos al observarse una
neurona cortical en un area sana (Figura 23 A) y otra en el area afectada por el
infarto (Figura 23 B).
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Fig. 21 Cuerpos de Nissl

A) B) C)

Fig. 22 Transicion de la zona de tejido sano a penumbray foco isquémico A) 10X B) 20Xy C)
40X.

A) B)

Fig. 23 A) Neurona sana (citoplasmay nucleo bien definido). B) Neurona isquémica
(desaparicion del citoplasma y nucleo picndético)

En el tejido contralateral de corteza se encontré un numero de neuronas por mm3
en promedio de 43,396.492 +/- 2,138.119 y en estriado de 54,735.636 +/- 2,540.053.
En tejido ipsilateral de corteza (n=5) se encontré la mayor muerte neuronal con el
grupo de vehiculo (7,404.279 +/- 4,385.01 células /mm?3), en tanto que con el
tratamiento de 50 ng de VEGF (n=3) se obtuvo el mayor efecto neuroprotector sobre
las neuronas al evitar que murieran mas del 50% de estas (25,042.900 +/-
1,393.558). Al administrar 100 ng de VEGF (n=3) (10,195.460 +/- 3,710.606) y con
SU-1498 (n=3) (14,840.730 +/- 4,996.325) las proporciones de muerte neuronal
resultaron similares al grupo de vehiculo, observandose una ligera neuroproteccion
al inhibir la accion del VEGF (Figura 24 A). En el tejido estriado, las proporciones
resultaron muy similares al tejido de corteza, en el grupo de vehiculo (n=5) se

presentd un enorme numero de muerte neuronal con muy pocas sobrevivientes
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(9,511.744 +/- 2373.420); se obtuvo mayor rescate neuronal con el tratamiento de
50 ng (n=3) (29,218.950 +/- 9,299.938) que con el de 100 ng (n=3) (8,157.711 +/-
3,190.515). Con el de inhibidor (n=3) también se observd mayor numero de
neuronas rescatadas (22274.510 +/- 5170.748) en comparacion al vehiculo (Figura
24 B).

Los resultados obtenidos con este método confirmaron los obtenidos por la tincién
de TTC, con 50 ng de VEGF se protege mejor a las neuronas provocando que

mueran menos, en comparacion con 100 ng y evidentemente con el grupo de

vehiculo.
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Fig. 24. Cuantificacion neuronal. A) Estimacion de la densidad neuronal en neuronas de la
corteza entre los diferentes grupos. Vehiculo n=5, VEGF 50 ng n=3, VEGF 100 ng n=3, SU-1498
n=3. B) Estimacién de la densidad neuronal en neuronas del estriado entre los diferentes
grupos. Vehiculo n=5, VEGF 50 ng n=3, VEGF 100 ng n=3, SU-1498 n=3, # = p< 0.05, ## = p<
0.01, ### = p< 0.001.

Permeabilidad de la BHE

Al demostrar con el volumen de infarto y viabilidad neuronal el efecto neuroprotector

de los 50 ng de VEGF, se analizé que ocurria a nivel de la BHE y sus alteraciones.

Se encontré que las zonas mas afectadas tanto por la isquemia como por la
infiltracion del azul de Evans son el estriado y la corteza, y estas fueron las zonas
que se estudiaron para las determinaciones de la infiltracién del colorante. En los
cerebros a los que no se les indujo infarto no se presentd extravasacion del
marcador de permeabilidad de la BHE. Esto se comprobo al obtener fotografias de
epifluorescencia de un cerebro intencionalmente no perfundido, que conservaba el

colorante en su vasculatura (Figura 25.).
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Fig. 25. Fotografias de epifluorescencia. A) Micovascultarura cerebral no perfundida donde
se aprecia el azul de Evans en el lumen vascular. B) Algunos hematies confirman la

localizacion.

En los cerebros sometidos a MCAOQO, la BHE se altera y pierde su capacidad de
retener efectivamente a la albumina, lo que provoca que ésta logre cruzar de la
vasculatura al parénquima, como se observa en la fotografia de MCAO Vehiculo.
(Figura 26.)

Fig. 26. Fluorescencia in situ del azul de Evans en tejido cerebral en las diferentes

condiciones.
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El infarto por si mismo causa alteracion de la BHE por los mecanismos previamente
descritos, pero la infiltracion del azul de Evans no se puede detectar siempre por
fotografias de fluorescencia, ademas de ser necesario un método cuantitativo de la
infiltracion del marcador. Los resultados obtenidos de esta determinacidn
cuantitativa indicaron en el area del foco isquémico en promedio de las dos regiones
(I'y Il), una extravasacion de 152.941 ng/mg en el grupo de vehiculo, disminuida en
el grupo de 50 ng de VEGF a 17.332 ng/mg pero de 100.222 ng/mg en el grupo de
VEGF 100 ng lo que indica que la barrera sufre mas alteraciones conforme aumenta
la cantidad de VEGF administrado.

Con la administracién del inhibidor se observé una baja permeabilidad de la barrera
al azul de Evans presumiblemente al evitar que VEGF actue sobre su receptor
(19.975 ng/mg) (Figura 27 A). En la zona de penumbra isquémica, en promedio, la
extravasaciéon fue menor incluso para el grupo al que se le administré vehiculo
(89.161 ng/mg). Con VEGF 50 ng (34.480 ng/mg) y VEGF 100 ng (11.1335 ng/mg),
se observé nuevamente diferencia significativa, con SU-1498 se disminuy6 casi por
completo la permeabilidad al azul de Evans (1.778 ng/mg). (Figura 27 B). Debido a
la elevada variabilidad entre los experimentos, no es conveniente trabajar con
desviaciones estandar, por lo que se trataron los experimentos graficando
individualmente los resultados. Los niveles mas altos de extravasacion se
obtuvieron en la zona de foco, ya que es donde las alteraciones se presentan con
mayor intensidad, a diferencia de la penumbra isquémica, ya que la integridad de la

BHE se encuentra menos comprometida.

53



A)

B)

Region Il

Fig. 27. Cuantificacion de la infiltracion del azul de Evans en el tejido cerebral. A) Foco
isquémico y B) Penumbra (Vehiculo n=6, VEGF 50 ng n=9, VEGF 100 ng n=7, SU-1498 n=7).

Cambios estructurales y funcionales de la BHE

Con el fin de estudiar alteraciones estructurales en la BHE se analizo el efecto de la
isquemia y de los diferentes tratamientos sobre el patron de expresion de uniones

estrechas identificadas con el marcaje de claudina-5 y PECAM-1.
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La mayor parte de las alteraciones de las células endoteliales que conforman la
vasculatura cerebral durante de la isquemia ocurre en la microvasculatura (Figura
27 A), por lo que el trabajo se enfoco al estudio de ésta y no de la macrovasculatura
cerebral (Figura 28 A). La continuidad de la presencia de claudina-5 sugiere
microvasculatura sana y estable, para confirmar que se trataba de esta proteina se
realizé un co-marcaje con PECAM-1, una proteina constitutiva de las células. Para
el marcaje de los nucleos de las células se empleé Hoechst 33342. Cuando la
claudina-5 presenta alteraciones en su expresion la marca se pierde y se observa
una discontinuidad en el patron. Para este fin, el andlisis de la presencia de brechas

se realizo solo con la marca de claudina-5 y de los nucleos.

Fig. 28. Fotografias de microscopia confocal de inmunofluorescencias cerebral en
condiciones control (Sham) y con infarto (MCAQO) con los diferentes tratamientos. Nucleos
(Azul), cldn-5 (Rojo), PECAM-1 (Verde). Scale bar: 20 pm. A) Macrovasculatura. B)
Microvasculatura

Se encontré que incluso en los cerebros sham, la marca de claudina-5 con
diferentes dosis de VEGF presenta brechas. Con la dosis de 50 ng se presentan
pocas alteraciones, pero con 100 ng de VEGF las alteraciones aumentan en forma
y numero, observandose grandes brechas que separan la continuidad de vaso, este
efecto destructivo en la BHE se revirtié al emplear el inhibidor de VEGFR2, donde

no se observaron alteraciones en la continuidad de claudina-5.
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En el grupo con MCAO se encontro que el infarto por si mismo induce alteraciones
en la BHE, concretamente en la integridad de las uniones estrechas, perdiéndose
casi por completo la marca de PECAM-1 y de claudina-5 con sus respectivas

brechas prominentes a lo largo de toda la microvasculatura cerebral (Figura 29).

Fig. 29. Fotografias de microscopia confocal de inmunofluorescencias de microvasculatura
cerebral en condiciones control (sham) y con infarto (MCAOQO) con los diferentes tratamientos.
Las flechas blancas sefialan la presencia de brechas o interrupciones en los vasos Nucleos
(Azul), cldn-5 (Rojo), PECAM-1 (Verde). Scale bar: 20 um.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En condiciones fisiologicas el VEGF se expresa de manera basal en el cerebro, pero
la isquemia induce una fuerte sobreexpresiéon principalmente por la via de HIF, el
incremento de VEGF en la zona circundante al foco isquémico ocurre de 6 a 24
horas luego de instaurada la isquemia no solo en la zona circundante al infarto, sino
en regiones corticales remotas. Se ha demostrado que el VEGF enddgeno provee
neuroproteccion al tejido hipoxico, pero que no es suficiente para evitar los efectos
severos de muerte neuronal en el infarto cerebral, por lo que se buscd potenciar
este efecto administrando VEGF recombinante de manera exégena (Wang, Kilic et
al. 2005). La sobreexpresiéon de VEGF en laisquemia es un fendbmeno ampliamente
estudiado y reportado, asi como la induccién del edema vasogénico mediado por
éste. También esta reportado el papel que juegan tanto el VEGF como su inhibicion
en la neuroproteccion, por un lado, el VEGF favorece la neovascularizacién y activa
vias de supervivencia que favorecen la neuroproteccion, por lo que la inhibicién de
su accion aumentaria el dafo por la isquemia. Por otro lado, la sobreactivacion de
sus receptores exacerba el edema cerebral en la fase mas crénica de la reperfusion
aumentando también el dano inicial de la isquemia. La union a sus diversos
receptores, y la activacion de diversas vias hacen del mecanismo de accion del

VEGF un fendmeno complejo (Ma, Zechariah et al. 2012).

Nuestros datos indican que ambas cantidades administradas de VEGF asi como la
inhibicién de éste; ofrecen cierto grado de neuroproteccion comparado con la
liberacion endogena de éste, o que nos da la idea de que el mecanismo por el cual
el VEGF promueve su acciéon se encuentra muy relacionado con la cantidad
administrada, la dosis de 50 ng de VEGF reduce significativamente la infiltracién del
colorante azul de Evans en el parénquima cerebral, pero no la abole por completo,
lo cual puede ser indicativo de que esta apertura de la BHE con su respectivo

aumento en la permeabilidad podrian estar intimamente ligados a los mecanismos
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de neuroproteccién (Figura 30). Este hallazgo es muy importante, dado que la
apertura de la BHE podria no ser del todo lesiva, e inclusive cierto grado de
neuroinflamacion puede resultar beneficioso al contrarrestar la cascada de dafios

que la isquemia origina (Boguslawski, McGlynn et al. 2004).

Permeabilidad vascular Neuroproteccion Angiogénesis Neurogénesis

Fig. 30. Cascada de sefializacidon y efectos desencadenados rio abajo (downstream) tras la
union del VEGF-A al VEGR2. (Tomado de (Ma, Zechariah et al. 2012))

Gran parte de los efectos del VEGF en la isquemia cerebral tienen que ver con la
via y el tiempo de administracion, cuando se administra por via directa en el
parénquima cerebral (como ocurre con la via i.c.v.) los efectos observados son
benignos, y prevalece la neuroproteccidn, sin embargo cuando se administra por
via sistémica (i.a., i.v., i.p.) se incrementa el dano por el infarto, la inflamacioén, el
dafio a la microvasculatura y la tendencia a que el infarto isquémico evolucione a
hemorragico. La unica evidencia de que el VEGF puede ser benéfico por via

sistémica es que debe ser administrado en el periodo post-agudo de 2 a 3 dias tras
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la isquemia, sin embargo, la administracion un dia antes, inmediatamente después,
o 1 hora después de la isquemia también son desfavorables. (Ma, Zechariah et al.
2012).

Los resultados obtenidos del volumen de infarto y de la viabilidad neuronal sugieren
que el VEGF enddgeno liberado no es suficiente para inducir una respuesta
neuroprotectora en el organismo, en tanto que la dosis de 50 ng si lo es.

Este efecto ha sido ampliamente reportado, se sabe que el VEGF induce
neuroproteccidn por los mecanismos propuestos con anterioridad, en tanto que, era
de esperarse que este efecto resultase dosis-dependiente, sin embargo con
nuestros resultados de la serie de experimentos de 100 ng de VEGF no obtuvimos

esta relacion.

En el grupo del inhibidor se observo la alteracion de la BHE por debajo del grupo de
vehiculo y de las dosis de VEGF. En nuestros resultados de permeabilidad al azul
de Evans encontramos que a mayor dosis de VEGF se presenta mayor
extravasacion del marcador, incluso con 50 ng de VEGF se obtiene mayor
permeabilidad comparado con los grupos sham, aunque estos no resultaron lo
suficientemente elevados para ser detectados cuantitativamente por el método
empleado. Este aumento en la permeabilidad de la BHE con la dosis alta de VEGF,
comparada con la de 50 ng sugiere una sobre activacion de los mecanismos de
degradacion de las uniones estrechas mediante la MMP-9 mediada por las células
periféricas infiltradas a la zona de dano. Existe fuerte evidencia de que el VEGF

disminuye la integridad de claudina 5 (Figura 31). (Argaw, Gurfein et al. 2009)

El que una proteina como el caso de la albumina, o cualquier otra molécula logre
atravesar la BHE no se debe exclusivamente a alteraciones en las uniones
estrechas que la conforman, sino a otro mecanismo de transporte celular conocido

como transcitosis (Knowland, Arac et al. 2014)

Isquemia
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Permeabilidad
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Tiempo
Luz del vaso .
sanosuineo Incremento de la tasa de transitosis Rearreglo de las uniones estrechas
Célula
endotelial
Parénquima . . .
cereh:},. Tasa baja Tasa alta Uniones Estrechas  Uniones Estrechas
de transitosis de transitosis maduras dafiadas

Fig. 31. Mecanismos de transporte trans y paracelular incrementados en el periodo de
reperfusion. Tomado de (Knowland, Arac et al. 2014)

En los resultados de cuantificacidon de la infiltracion del azul de Evans en muestras
de foco isquémico se observé un valor positivo incluso con la comprobacion de que
en el grupo de SU-1498, inhibiendo a VEGF no se afecta a las uniones estrechas,
lo que hace suponer que el mecanismo por el cual la albumina penetra al
parénquima, sea a través de la transcitosis (Willis, Leach et al. 2004). Este
mecanismo involucra procesos de endocitosis y exocitosis dentro de la célula que
integra a la albumina a sus membranas hasta que esta logra atravesar toda la célula.
Durante el periodo de reperfusion existe una apertura bifasica de la BHE, que
permite la entrada de sustancias al parénquima cerebral mediante caveolas internas
asociadas a bajas tasas de transcitosis que aumentan en numero y actividad una
vez instaurada la isquemia, este mecanismo independiente del transporte
paracelular permite también un aumento en la permeabilidad de la BHE (Knowland,
Arac et al. 2014).
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CONCLUSIONES

» La dosis de 50 ng de VEGF administrado i.c.v. tiene el mejor efecto
neuroprotector, con la mayor disminucion del volumen de infarto y menor
muerte neuronal, en tanto que las condiciones donde se aumenta la dosis o
se evalua soélo el VEGF enddgeno no son favorables para la recuperacion

postisquémica.

» La dosis de 100 ng de VEGF administrada de manera exdgena induce
cambios significativos en la permeabilidad de la BHE, aumentando la
cantidad del marcador de azul de Evans en el parénquima cerebral. Este
efecto es disminuido con la dosis baja de 50 ng de VEGF, pero no es abolido

por completo con el inhibidor del VEGFR2.

» El infarto isquémico induce la generacion de alteraciones conformacionales
de la proteina claudina-5 en la zona de penumbra, este efecto es exacerbado
proporcionalmente por la cantidad administrada de VEGF exdgeno. Al inhibir

al VEGR?2 este efecto se revierte.
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PERSPECTIVAS

La administracion i.c.v. del VEGF conlleva una importante serie de problemas
técnicos y de salud, y dado que el VEGF administrado por via IV no logra ejercer su
accion sobre las neuronas isquémicas en el parénquima, se han buscado formas de
administrar éste con una técnica no invasiva. Dentro del organismo la liberacion del
VEGEF se lleva a cabo mediante microvesiculas celulares llamadas exosomas. Se
contempla el uso de estos cuerpos vesiculares como vehiculos endégenos que
logren atravesar la BHE para entregar algun péptido o farmaco de interés como el

VEGF recombinante.

Por otra parte de acuerdo a nuestros resultados, el administrar una dosis baja de
VEGF (50 ng) disminuye la permeabilidad de la BHE comparado con el grupo
vehiculo, por lo que pensamos que el mecanismo por el cual se da esta
permeabilidad excesiva no sea el de transporte paracelular, sino por el de
transcitosis, un inhibidor de caveolina ayudara a comprender el mecanismo por el

cual esto ocurre.
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ANEXOS

Preparaciéon de soluciones

Preparacion de NaCl 0.9%

Pesar 9 g de NaCl, en la balanza semianalitica.

Pasarlos a un matraz aforado de 1 L.

Agregar agua en suficiente cantidad para disolver la sal.

Llevar al aforo con agua desionizada.

Trasferir la solucidn a un frasco limpio y seco debidamente etiquetado.

Preparacion de PB

Pesar 5.2 g de fosfato de sodio monobasico monohidratado y 23 g de fosfato
de sodio dibasico anhidro.

Pasar las sales a un vaso de precipitados y disolver en agitacion vy
calentamiento.

Una vez disueltas, pasar a un matraz aforado de un litro, y completar con
agua desionizada.

Transferir la solucién a un frasco limpio y seco debidamente etiquetado.
De esta solucion (0.2 M) tomar 250 mL y llevarlos a 500 mL con agua
desionizada para obtener PB 0.1 M

Preparacién de PBS 1X

Para preparar 500 mL de PBS 10 X, pesar 40 g de NaCl, 1 g de KCl,
7.2g de NazHPOg4, y 1.2 g de KH2PO4 y pasarlos a un vaso de
precipitados.

Agregar un volumen aproximado de 400 mL de agua desionizada y disolver
completamente estas sales con agitacién magnética (y calor si se desea
acelerar el proceso).

Pasar esta solucion a un matraz volumétrico de 500 mL y llevar a la marca
de aforo con agua desionizada.

Transferir esta solucion a un frasco limpio y seco debidamente etiquetado.
Para obtener PBS 1X aforar 50 mL de PBS 10 X a 500 mL con agua
desionizada.
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Preparacion de Azul de Evans 2% en Solucidon Salina Fisioldgica (NaCl 0.9%)

e Para preparar 10 mL de la solucion del tinte, pesar 0.2 g de Azul de Evans
con exactitud (£0.0001g) en la balanza analitica.

e Pasar esta cantidad a un matraz aforado de 10 mL.

e Disolver, y completar el volumen de aforo con Solucion Salina Fisiolégica
(NaCl 0.9%).

e Guardar la solucién en un frasco limpio, y seco debidamente etiquetado.

e *Evitar el contacto con el azul de Evans ya que es un cancerigeno potencial. Si
entrara en contacto con la piel, enjuague con abundante agua.

Preparacion de Acido tricloroacético (TCA) 60 % en Solucién Salina Fisioldgica

(NaCl 0.9%).

e Para preparar 100 mL, se pesan 60 g de TCA con exactitud (£0.0001g) en
la balanza analitica.

e Se traspasa esta cantidad a un matraz aforado de 60 mL.

e Se disuelve, y lleva al volumen de aforo con Solucion Salina Fisioldgica
(NaCl 0.9%).

e Almacenar la solucion en un frasco limpio, y seco debidamente etiquetado.

Preparacién de TTC al 2% en PBS

e Para preparar 7 ml, pesar 0.14 g de TTC (guardado a 4°C y protegido de la
luz), en un tubo "Falcon” de 15 ml sin tapa.

e Cubrir el tubo "Falcon” con papel aluminio y aforar a 7 mL con el PBS 1X
preparado previamente, disolver en el vortex.

e Mantener la solucion protegida de la luz en incubacion a 37 °C hasta el
momento de su utilizacion donde se vertera 1 mL en cada pozo de la placa.

Preparacién de sacarosa al 30% en PB 0.1 M

e Pesar 30 g de sacarosa.

e Pasar la sacarosa a un vaso de precipitados y disolverla en un volumen
apropiado (50 mL aprox. de PB 0.1M) con agitacion y calentamiento.

e Una vez disuelta completamente, trasvasar la solucion a un matraz aforado
de 100 mL.

e Llevar ala marca de aforo con PB 0.1M.

e Guardar la solucion en un frasco limpio, y seco debidamente etiquetado a
4°C.
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Preparacion de PFA 4% en PB

e Pesar 2g del polvo de PFA en un tubo "Falcon" de 50 mL.

e Poner a calentar agua en el microondas (2 min aprox.) a una temperatura no
superior de los 60 °C.

e Verter 25 mL de esta agua, en el tubo que contiene el PFA (realizar esto en
la campana de extraccion)

e Agregar 7 de parte de lenteja de NaOH.

e Agitar en el vortex, y si es necesario, agregar un poco de sosa en solucion
para disolver completamente.

e Una vez que la solucion se encuentre clara y traslucida, agregar PB 0.2M
hasta completar los 50 mL y de esta manera obtener el PFA en PB 0.1 M.

e Verificar que el pH se encuentre entre 7y 8 (7.4 aprox.) por medio de tiras
indicadoras de pH.

e Mantener la solucion a 4°C*.

Preparacién de violeta de cresilo 0.1%

e Pesar 0.1 g de acetato de violeta de cresilo (cresil fast violet)

e Enla campana de extraccion, agregar 100 mL de agua desionizada a un
vaso de precipitados.

e |r agregando lentamente el colorante en agitacion continua magnética y con
calor (que no sobrepase los 60°C).

e Agregar 10 gotas de acido acético glacial

e Seguir con la agitacién y el calentamiento hasta que ya no se disuelva mas
violeta de cresilo.

e Preparar un sistema de filtracion por gravedad y filtrar la solucién (cambiar
el papel filtro cada 25 mL aprox. de solucion, pues esta satura muy
rapidamente los poros del papel)

e Trasvasar la solucién ya filtrada a un frasco limpio y seco debidamente
etiquetado.

Preparacién de etanol al 70%

e Para preparar 100 mL, medir con una probeta 70 mL de etanol absoluto
(100%) y pasarlos a una matraz aforado de 100 mL.

e Llevar al aforo con agua desionizada (30 mL).

e Guardar la solucion en un frasco limpio, y seco debidamente etiquetado.
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Preparacion de etanol al 95%

e Para preparar 100 mL, medir con una probeta 95 mL de etanol absoluto
(100%) y pasarlos a una matraz aforado de 100 mL.

e Llevar al aforo con agua desionizada (5 mL)

e Guardar la solucion en un frasco limpio, y seco debidamente etiquetado.

Preparacion de HBSS 1X

e Pesar 0.4 gde KClI, 0.06 g KH2PO4, 0.35 g de NaHCO3 8 g de NaCl, 1 g de
CeH1206 en la balanza semianalitica y 0.0480 g de Na>HPO4 en la balanza
analitica.

e Pasarlos a un matraz aforado de 1 L.

e Agregar agua desionizada en suficiente cantidad para disolver las sales.

e Aforar.

e Trasferir la solucidn a un frasco limpio y seco debidamente etiquetado.

Preparacion de buffer crioprotector

e Agregar 10 g de PVP-40 a 0.1M PB, agitar y disolver.
e Agregar lentamente 300 g de sacarosa.

e Agregar 300 mL de etilenglicol.

e Aforara1L conPBO0.1M.

e Almacenar a -20 °C en un frasco limpio y etiquetado.
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