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RESUMEN

El evento cerebrovascular es una enfermedad devastadora que afecta a
millones de personas en todo el mundo. Se ha demostrado que el factor de
crecimiento vascular endotelial tiene efectos neuroprotectores en el infarto
cerebral, pero también efectos neurotdxicos. Esta dualidad puede ser dependiente
de la activacion diferencial de sus receptores. En este trabajo nosotros mostramos
que la activacion preferencial del receptor 1 del factor de crecimiento endotelial
vascular en un modelo de infarto isquémico transitorio confiere neuroproteccion
en las primeras fases posteriores al infarto. Usando un inhibidor farmacologico
especifico para el receptor 2, observamos que la activacion del receptor 1
disminuye el volumen de infarto, aumenta el nimero de neuronas vivas en el
parénquima lesionado y mejora significativamente el déficit neurofuncional
producido por el infarto en ratas. Realizamos también determinaciones de los
niveles de citocinas pro- y anti-inflamatorias en sangre y liquido cefalorraquideo
y encontramos que el efecto neuroprotector es independiente de la modulacion de
la respuesta neuroinflamatoria en las primeras 24 h, aunque la proteccion involucra
parcialmente la polarizacion de la microglia al fenotipo anti-inflamatorio M2.
Nuestros resultados sugieren que la activacion del receptor 1 tiene un efecto

neuroprotector independiente de la activacion del receptor 2.

Alfredo Cardenas Rivera
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Por otro lado, en el modelo de infarto transitorio por oclusion de la arteria cerebral
media estudiamos el fenémeno de hipoperfusion en el inicio de la reperfusion, que esta
relacionado a la exacerbacion del dafio inicial producido por la isquemia. Los ensayos de
microscopia multifotonica muestran que la hipoperfusion es dependiente a la
vasoconstriccion de los capilares de primer orden. La intervencion en la vasoconstriccion
en las primeras horas de reperfusion representa un blanco terapéutico clave que podria
limitar la expansion del dafio posterior a la isquemia. En este mismo punto temporal, la
activacion preferente de receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular por la
inhibicion farmacolégica monoddsica temprana del receptor 2 ejerce su efecto
neuroprotector, ambos mecanismos podrian actuar sinérgicamente para disminuir el dafio

cerebral en el infarto.
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ABSTRACT

Stroke is a devastating disease that affect millions of people around the
world. It has been shown that vascular endothelial growth factor has
neuroprotective effects in cerebral infarction, but also has neurotoxic effects. This
duality can be dependent on the differential activation of its receptors. In this work,
we show that the preferential activation of the receptor 1 of the vascular endothelial
growth factor in a model of transient ischemic infarction confers neuroprotection
in the first phase after the infarction. Using a pharmacological inhibitor specific
for receptor 2, we observed that the activation of receptor 1 decreased the infarct
volume, increased the number of living neurons in the injured parenchyma and
improved the neurofunctional deficit produced by infarction in rats. We also
determined the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in blood and
cerebrospinal fluid. We found that the neuroprotective effect is independent of the
modulation of the neuroinflammatory response in the first 24 h, although the
protection involves the polarization of the microglia to the anti-inflammatory
phenotype M2. Our results show that the activation of receptor 1 has a
neuroprotective effect independent of receptor 2 activation. On the other hand, in
the model of transient infarction due to occlusion of the cerebral media artery, we
studied the phenomenon of hypoperfusion at the beginning of reperfusion, which

is related to the exacerbation of the initial damage produced by ischemia. The

Alfredo Cardenas Rivera
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multiphoton microscopy assays show that hypoperfusion is dependent of the
vasoconstriction of capillaries of first order. The intervention in vasoconstriction
in the first hours of reperfusion represents a key therapeutic target that could limit
the spread of damage after ischemia. At this same time point, the preferential activation
of receptor 1 of vascular endothelial growth factor by the early single dose of
pharmacological inhibitor of receptor 2 exerts its neuroprotective effect, both independent

mechanisms could act synergistically to decrease brain damage in the infarction.
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A. Introduccion

El evento cerebrovascular es una enfermedad devastadora que afecta a millones de
personas; actualmente es la primera causa de enfermedad discapacitante en el mundo'.
Su etiologia es isquémica en mas del 85% de los casos. La isquemia se produce por la
oclusion transitoria o permanente, trombotica o embdlica de uno de los vasos sanguineos
que irrigan el cerebro!. Se estima que la tasa de muerte neuronal en el parénquima
cerebral afectado por el infarto es de 1.9 millones de neuronas por minuto?. El manejo
adecuado del paciente en las primeras horas mejora significativamente la supervivencia®.
Actualmente, el unico tratamiento aprobado para el manejo clinico del evento
cerebrovascular es la administracién del activador del plasmindgeno tisular en las
primeras 3-3.5 horas que resuelve la oclusion del vaso y restablece el flujo sanguineo al
parénquima afectado®. Sin embargo, la hipoperfusion descrita en la fase de reperfusion

exacerba el dafio inicial producido por la isquemia®.

B. Fisiopatologia del nucleo del infarto cerebral

El evento isquémico desencadena procesos fisiopatologicos complejos locales, como
la muerte neuronal; y sistémicos, como la inmunosupresion periférica; que varian
espacio-temporalmente de forma constante®. A nivel local, la disminucién del flujo
sanguineo por oclusion de un vaso reduce el aporte de glucosa y oxigeno a niveles
inferiores al 20% del basal en la profundidad del parénquima irrigado por dicha arteria;
esta region del tejido lesionado se define como el nucleo del infarto®. En dicha zona, la
produccién de ATP disminuye abruptamente’. La elevada tasa metabélica del cerebro® y

el rapido consumo de las escasas reservas de glucogeno en los astrocitos’ inducen una
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abrupta caida de las concentraciones de ATP en el nucleo del infarto, llegando a
disminuir mas del 60% en el primer minuto de isquemia, visto en un modelo de

isquemia global'”

. La carencia de ATP junto con el estrés oxidante dependiente de la
produccion de radicales libres de oxigeno y nitrogeno (RONS) resultado de la
hipoxia!! regula negativamente la actividad de la glutamina sintetasa'?,
principalmente expresada en los astrocitos'®. La glutamina sintetasa convierte el
glutamato (principal neurotransmisor excitador y el mas abundante en el cerebro) en
glutamina con el consumo de ATP!. El glutamato es liberado por las neuronas
excitadoras glutamatergicas a la hendidura sinaptica y es rapidamente capturado por
los atrocitos mediante los transportadores de aminoacidos excitatorios (EEAT) 1 y 2,
que dependen del cotransporte de 3 Na* y 1 H*, y antiporte 1 K*'>. El desbalance
16nico producido por la disminucién de ATP induce la inversion del transporte de
glutamato por los EAATs'®!7  lo que incrementa las concentraciones de glutamato
extracelular que junto con la disminucion de la actividad de la glutamina sintetasa
exacerba el dafio por exitotoxicidad'®!. Ademas, el glutamato no reciclado activa
rapidamente los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) extrasinapticos que
mediado por la proteina de union a los elementos de respuesta a AMP ciclico (CREB)
induce la regulacion negativamente de la expresion del factor neurotrofico derivado
de cerebro (BDNF)?. Asimismo, la activacion de los receptores NMDA
extrasinapticos promueven la pérdida del potencial de membrana mitocondrial que
desacopla la fosforilacion oxidativa induciendo la muerte neuronal®’. La falla del

ciclo glutamato-glutamina puede promover la acumulacion de NHiz, que a

concentraciones elevadas es neurotoxico®!'. Estos mecanismos producto de la falla
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energética inducen una muerte neuronal rapida de tipo necrotico caracteristico del nticleo

del infarto °.
C. Expansion del nucleo isquémico y acoplamiento neurovascular

vasoconstrictivo

El glutamato extracelular, progresivamente acumulado por falla en su reciclamiento®,
activa los receptores de NMDA promoviendo corrientes entrantes de sodio (Na"), calcio
(Ca*") y cloro (CI"), y la salida de potasio (K*) que se acumula en el espacio extracelular
([K*]o)", incrementando su concentracion de 3-4 a 70 mM en menos de 3 minutos>>%3
que eleva el potencial de reposo cercano al umbral de potencial de accién?*. La falla
energética neuronal por desabastecimiento de ATP impacta negativamente en el
funcionamiento de las bombas Na'/K'ATPasa impidiendo el restablecimiento del
potencial de membrana llevando a las neuronas a un estado de despolarizacion andxica
(AD), caracteristico del niicleo de infarto!”??%, La AD inducida por la falla energética
por deplecion de ATP es un iniciador del dafio isquémico y de la pérdida irreversible de
la actividad en el niicleo del infarto?® que se expande a una velocidad constante de 2-
3mm/min, en rebanadas de cerebro?’. Circundante al nucleo del infarto se encuentra una
zona de menor compromiso isquémico llamada penumbra. La perfusion sanguinea en la
penumbra es el doble que la del niicleo del infarto, entre el 40-50% de la basal®. Las
neuronas en la zona de penumbra, pese al compromiso energético por la hipoxia, logran
mantener el potencial de reposo; sin embargo, el incremento de potasio extracelular que

difunde desde el nucleo del infarto y la disminuciéon de la recaptacion de éste por los

astrocitos, producen la elevacion del potencial de reposo y favorecen la aparicion de
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corrientes intermitentes espontaneas expansivas de despolarizacion (spreading
depolarization, SD)*. La SD es una onda expansiva lenta de despolarizacion y cese de
la actividad sinéptica transitoria en el tejido afectado por la isquemia cuyo mecanismo
fisiopatologico es atin poco entendido 2°, sin embargo, la SD se ha visto relacionado
al edema citotoxico neuronal, a alteraciones estructurales de las dendritas y al
incremento del consumo local de oxigeno?’, que exacerba el dafio hipoxico inducido
por el infarto. Este fendmeno junto con la salida masiva de K™ *° y la activacion de
las caspasas por aumento del Ca?" intracitoplasmatico®' induce la muerte neuronal

por mecanismos apoptoticos? 2

, que expande el ntcleo del infarto a una razén del
19% después de cada onda de SD*. Tanto la AD como la SD se relacionan con una
disminucién abrupta permanente o transitoria, respectivamente, de la perfusion
sanguinea del parénquima isquémico debido a la disminucion del calibre vascular por
vasoconstriccion, lo que define el acoplamiento neurovascular constrictivo™.
Interesantemente, se ha visto que la activacion de los receptores NMDA exacerba la
hipoperfusion acoplada a la SD, lo que puede incrementar el dafio producido por el
evento isquémico.

La perfusion del parénquima cerebral esta determinada por el flujo sanguineo
cerebral que es regulado principalmente por el tono del musculo liso de las arteriolas
34y por la contraccion de los pericitos® en condiciones fisiologicas. Sin embargo, la
relevancia de estos procesos en la vasoconstriccion vista en el evento isquémico es
controversial®® *’. Los RONS producidos principalmente por el endotelio hipoxico

promueven la contraccidon de los pericitos durante el infarto en las primeras horas de

reperfusion del parénquima lesionado®®. Por otro lado, la vasoconstriccion en el
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musculo liso de las arteriolas cerebrales se relaciona a la produccion de dcido 20 hidroxi-

ecicosanotetraenoico (20-HETE) a partir del acido araquidonico que difunde desde los

astrocitos y neuronas hipoxicas®’. Ademas, el endotelio hipéxico incrementa la expresion

de endotelina-1(ET-1), un poderoso vasoconstrictor*%, en las primeras 24 horas después

del infarto’®.
D. El factor de crecimiento vascular endotelial en el infarto cerebral y la

respuesta inflamatoria local.

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) tiene un papel importante durante el
desarrollo y el funcionamiento del sistema circulatorio y el sistema nervioso®®, como factor neurotréfico en
condiciones fisiolégicas* y neuroprotector en diferentes condiciones patolégicas* . La familia poligénica
de VEGF esta constituida por 5 miembros (ver

Tabla 1): VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C VEGF-D y el factor de crecimiento placentario (PLG). El
VEGF-A esta codificado en la banda 21.1 del brazo corto del cromosoma 6 en el genoma del ser humano
(Gen ID: 7422), presenta 9 exones y por splicing alternativo se expresan 13 isformas (ver

Tabla 2), de las cuales la méas ampliamente estudiada es la isoforma VEGF165 de
191 aminoacidos (NCBI Ref. seq.: NP_001165097.1), cuyas secuencias homoélogos en
R. norvegicus es VEGF-A164 (NCBI Ref seq.: NP _001274037.1) y en M. musculus es
VEGF-1 (NCBI Ref seq.: NP _001273986.1) con los cuales conserva una identidad del
90% y una similitud del 91% en una cobertura del 100% de secuencia (ver Tabla 2). La
expresion de VEGF esta principalmente regulada por el factor de transcripcioén inducido
por hipoxia la (HIF-1a). En condiciones de normoxia, los residuos prolina P4o2 y Pses de
la HIF-1a son hidroxilados por la encima HIF- a-propil-4-hidroxilasa (PHD) lo que
induce la ubiquitinizacion de HIF-1a por la proteina von-Hippel-Lindau (pVHL) que
marca para su degradacién por via proteosomal**. En condiciones de hipoxia, la
actividad de PHD disminuye, esto permite la acumulacion de HIF-1a en el citoplasma, el

cual se transloca a nucleo donde se dimeriza con HIF-1B mediante el dominio PAS
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expresado en ambos factores de transcripcion*®. El dimero se une a la secuencia de
elemento de respuesta a hipoxia (HRE), que es un motivo regulatorio cys con el segmento
nticleo 5'-RCGTG-3"(donde R puede ser A o G)*’, codificado a 2,000 bp rio arriba del
gen de VEGF, promoviendo la expresion de este*®. En condiciones inflamatorias, la
expresion de VEGF también puede ser inducida por la activacion del factor de
transcripcion NF-xB por citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral a (TNF- o)*®, que es expresado tempranamente en la respuesta

neuroinflamatoria en la fase aguda del infarto cerebral®.

Genes ortélogos

Simb. Otros simb. Nombre completo (iIe)n Loc. E L(‘::tl)g' 1 R. norvegicus M. muscu(l;us
Simb. GenID 1 simb. ot
Ligandos
Factor de
vEGFA  VPE: VEGE crecimiento vascular 7422 6p21.1 9 16279 20  Vegfa 83785 | Vegfa 22339 10
MVCDI1 . 3
endotelial A
Factor de
VEGFB VRF; VEGFL crecimiento vascular 7423 11q13.1 7 4681 2 Vegtb 89811 3 Vegfb 22340 2
endotelial B
VRP; Flt4-L; Factor de
VEGFC LMPHID; crecimiento vascular 7424 4q34.3 7 109385 1 Vegfc 114111 1 Vegfc 22341 1
LMPHM4 endotelial C
Factor de
VEGFD FIGF; VEGF-D crecimiento vascular 2277 Xp22.2 7 38818 1 Vegtd 360457 2 Vegfd 14205 2
endotelial D
PGFL; PIGF;
PLGF; PIGF-2; Factor de
PGF D12’Sl900' ? crecimiento 5228 14q24.3 7 13935 3 Pgf 94203 1 Pgf 18654 2
SHGC-10760 placentario
Receptores
FLT; FLT-1; Tirosi .
FLT1 VEGFRI; [TOSIIE cinasa 2321 13q123 33 194782 4 Fll 54251 2 Flitl 14254 4
relacionada a fms 1
VEGFR-1
FLK1; CD309; Receptor de dominio
KDR VEGFR; de insercion de 3791 4ql2 30 47114 1 Kdr 25589 1 Kdr 16542 2
VEGFR2 cinasa
PCL; FLT-4;
FLT41;
LMPHIA; Tirosina cinasa
FLT4 LMPHM1: relacionada a fins 4 2324 5q35.3 35 48792 3 Flt4 114110 1 Flt4 14257 1
VEGFR3;
VEGFR-3

Tabla 1: Genes que codifican la familia multigénica de ligandos de VEGF y sus
receptoresen Homo sapiens.
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Simb.: simbolo oficial del gen anotado en NCBI; Otros simb.: otros simbolos del gen anotados en
NCBI; Gen ID: Codigo de identificacion en la base de datos NCBI; Loc.: localizacion cromosomica del
gen; Long.: longitud de la secuencia; nt: nucledtidos, E: numero de exones, I: numero de isoformas.

La actividad biolégica de VEGF estd mediada por la activacion de sus receptores tirosina cinasa’’.

En el genoma del ser humano estan codificados tres receptores para VEGF (VEGFR): VEGFR-1,2 y 3 (ver
Tabla 1). El VEGFR-1, anteriormente denominado FLT-1, es codificado en el brazo

largo del cromosoma 13 (Gen ID: 2321), presenta 33 exones y por splicing alternativo
puede expresarse en 4 isoformas distintas (ver Tabla 4), una de ellas es una proteina
transmenbranal, Flt1 (NCBI Ref. seq.: NP_002010.2), que presenta el dominio tirosina
cinasa en el extremo carboxi-terminal (CTD) intracitoplasmatico (cd14207:
PTKc VEGFR1) el cual traduce la cascada de sefializacion inducida por la activacion de
este receptor. Las otras tres isoformas del VEGFR-1 son solubles: sFlt1 (NCBI Ref. seq.:
NP _001153392.1), sFlt-14 (NCBI Ref. seq.: NP_001153502.1) e isoforma 4 (NCBI Ref.
seq.: NP_001153503.1); carecen del dominio tirosina cinasa y por lo tanto no participan
como traductores de seflal en la cascada de seflalizacion. E1 VEGFR-2, también conocido
como KDR, esté codificado en el brazo largo del cromosoma 4 (Gen ID: 3791), presenta
30 exones y se expresa como una isoforma unica (NCBI Ref. seq.: NP_002244.1) con el

dominio tirosina cinasa en el CTD intracitoplamastico (cd05103: PTKc VEGFR?2).

Simbolo Isoforma Ref. Seq. Ref. Seq. Uniprot aa MW Smart unién n. Di Pfam Ident
mRNA Proteina ID (Da) 00141 recep. cys 14554 )
Homo sapiens
52 I: 133/136
50..53 83 (98%)
Isoforma p 87 87 77 P: 133/136
VEGF111 precursor NM_001171630.1 NP_001165101.1 P15692-10 137 15,981 50..131 89..92 04 36 NP ©7%)
107..110 128 G: 0/136
130 (0%)
52 1: 140/141
50..53 83 (99%)
Isoforma n 87 87 77 P: 140/141
VEGF121 precursor NM_001171628.1 NP_001165099.1 P15692-9 147 17,219 50..132 89.92 94 86 NP (99%)
107..110 128 G: 0/141

0%
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24 I: 163/163
22.25 55 (100%)
59 59 49 P: 163/163
ND Isoformas NM_001287044.2  NP_001273973.1 ND 163 18867  22.104 7, P s 115.163 T on
79..82 100 G: 0/163
102 (0%)
52 I: 140/141
50..53 83 (99%)
Isoforma q 87 87 77 P: 140/141
VEGF145 preoursor NM_001204384.1  NP_OOTIOISIS1  PIS692-6 171 20064 50132 oo, o1 %6 NP ©°9%)
107..110 128 G: 0/141
130 (0%)
52 I: 173/173
50..53 83 (100%)
Isoforma 87 87 77 P: 173/173
VEGF148 m NM_001171627.1  NP_001165098.1  PIS692-5 174 20218  50.132 o', o1 g6 143173 000
precursor 107..110 128 G:0/173
130 (0%)
52
Isoforma 50..53 83
AOA0YOL 87 87 77 _
VEGF165 VEGF-A  NM _001171626.1  NP_001165097.1 VM4 191 22314 50.132 o o1 g6 143.191
precursor 107..110 128
130
52 I: 185/185
50..53 83 (100%)
Isoforma o 87 87 77 P: 185/185
VEGFI6sB 00 IEY NM_OOTI7I620.1  NP_OOTI6SI00.1  PIS692-4 191 22314 50132 oo, o1 g6 143185 000
107..110 128 G: 185/185
130 (0%)
52 I: 190/209
50..53 83 (91%)
Isoforma k 87 87 77 P: 190/209
VEGF183 prccursor | NM_001171625.1 NP_OOTI65096.1  P1S692-3 209 24422 50.132  gg ) o1 g 161.209 ©°0%)
107..110 128 G: 18/209
130 (8%)
52 I: 191/191
50..53 83 (100%)
Isoforma 87 87 77 P: 191/191
ND VEGF-Ax  NM_001317010.1  NP_001303939.1 ND 213 21454 50132 oo, o1 g6 140.191 (100%)
precursor 107.110 128 G: 0/191
130 (0%)
52 I: 190215
50..53 83 (88%)
Isoforma AOA024R 87 87 77 P: 190215
VEGF189 precursor NM_OO1I7I624.1  NP_001165095.1 D37 215 25173 50132 o) o1 g 167.215 (88%)
107..110 128 G: 24/215
130 (11%)
52 I: 190/232
50..53 83 (82%)
Isoforma i AO0A024R 87 87 77 P: 190/232
ND precarsor | NM_001171623.1 NP_001165094.1 D33 232 27042 50132 o', o1 g 184.232 ®1%)
107..110 128 G:41/232
130 (17%)
232 I: 133/136
230.233 263 25 (98%)
267 267 7 P: 133/136
ND Isoformah  NM_001171622.2  NP_001165093.1  P1s692-18 317 34406  230.311 % 5. NP %)
287.290 308 6 G: 0/136
310 (0%)
232 I: 140/141
230.233 263 25 (99%)
AOAO087W 267 267 72 P: 140/141
L-VEGF121  Isoformaf NM_001025370.3  NP_001020541.2 TPa 32735643 230312 LV Lo e NP ©99%)
287.290 308 6 G: 0/141
310 (0%)
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232
230.233 263 25
BD Isoformar  NM_001204385.2  NP_001191314.1 ND 31 38357 230312 207 2T T
= : - : : S12 260072 274 26
287.290 308 6
310
232
230.233 263 25
BD lsoformac  NM_001025369.3  NP_0010205402  P15692-17 354 38642 230312 267 2677 54 353
= : = : : 12 a60.072 274 26 -
287.290 308 6
310
232
230.233 263 25
AOAOSTX 267 267 7
L-VEGF165 Isoformad ~ NM_0010253683  NP_001020539.2 0T s oms 20312 L2000 0T T 31837
287290 308 6
310
232
230.233 263 25
AOAOSTX 267 267 7
BD lsoformag  NM_0010337563  NP_001028928.1 o 3 a0ess 20312, 207 20T T 31 365
287.290 308 6
310
232
230.233 263 25
BD lsoformac  NM_001025367.3  NP_0010205382  P15692-16 389 42846 230312 267 2677 34 359
= : = : : 12 a60072 274 26 -
287.290 308 6
310
232
230.233 263 25
L-VEGF198  Isoformab  NM_003376.6 NP 0033674 PIS692-13 305 43597 230.312 267 2T T 347 305
_003376. 003367 : S12 260072 274 26 -
287.290 308 6
310
232
230.233 263 25
AOAOSTW 267 267 7
L-VEGF206  Isoformaa  NM_0010253663 NP 0010205372 "W ann asaer 032 207 200 T sesan
287.290 308 6
310
Ratus norvegicus
51
9.2 8
Isoforma 36 36 76
VEGF-AI64  VegfA  NMLO0I287108.1  NP_OOI274037.1  PI66122 190 22396 49131 M 8070 137090
precursor 106.109 127
129
Mus musculus
51
9.2 8
Isoforma 36 36 76
VEGF-1 VegPA  NM_OOI2870S7.1  NPOOI2739861  QUO731-2 190 22440 40131 SO 8 70 137190
preeursor 106.109 127
129

I: 140/141
(99%)
P: 140/141
(99%)
G: 0/141
(0%)

L 173/173
(100%)
P: 173/173
(100%)
G: 0/173
(0%)

I: 191/191
(100%)
P: 191/191
(100%)
G: 0/191
(0%)

I: 185/185
(100%)
P: 185/185
(100%)
G: 185/185
(0%)

I: 190/209
(91%)
P: 190/209
(90%)
G: 18/209
(8%)

I: 190215
(88%)
P: 190/215
(88%)
G:24/215
(11%)

I: 190/232
(82%)
P: 190/232
(81%)
G:41/232
(17%)

I: 171/191
(90%)
P: 175/191
(91%)
G: 1/191
(0%)

I: 171/191
(90%)
P: 175/191
(91%)
G: 1/191
(0%)

Tabla 2: Isoformas generadas por splicing alternativo de los genes que codifican para VEGF en
H. sapiens y sus homdlogos en R. norvegicus y M. musculus.

Ref. Seq. mRNA: Numero de acceso de NCBI del RNA mensajero; Ref. Seq. Proteina: Numero de
acceso de NCBI de la proteina; Uniprot ID: Codigo de identificacion de la proteina en la base de datos
Uniprot (EMBL-EBI), aa: numero de aminodcidos;, MW (da): peso molecular expresado en daltons;
Smart00141: Posiciones de los aminodcidos (aa.) correspondientes al dominio proteico conservado de la
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familia del factor de crecimiento vascular endotelial y derivado de plaquetas (Smart00141); union
recep.: Posiciones de los aa. correspondientes al sitio de interface para la union del ligando al
receptor; n.cys: Posiciones de los aa. correspondientes al motivo “knot cysteine”; Di: Posiciones
de los aa. correspondientes a los sitios de dimerizacion; Pfam14554: Posiciones de los aa.
correspondientes al dominio de union a heparina. Ident.: Andlisis de identidad y similitud de las
secuencias, donde I es la identidad, P la similitud y G son los espacios en el alineamiento, todas
las secuencias fueron alineadas a la secuencia VEGF-A (VEGF165) de H. sapiens (**%).

Los tres receptores comparten una estructura tridimensional parecida, constituida
por 7 dominios tipo inmunoglobulina (Ig) extracitoplasmaticos (Smart00140), un
segmento transmenbranal de 20 aminoacidos hidrofobicos y una segmento
intracitoplasmatico CTD que contiene el dominio catalitico tirosina cinasa (cPTK)>'.
Dentro del cPTK se encuentra el sitio de uniéon a ATP, el cual esta involucrado
directamente en la traduccion de sefial y es el sitio mas frecuentemente bloqueado por
los inhibidores de VEGRs (ver Tabla 5). La unién de los homodimeros de VEGF
activa selectivamente los receptores (ver Tabla 3). E1 VEGF-A se une con mayor
afinidad al VEFR-1 que al VEGFR-2 (constante de disociacion 15 pM y de 750 pM,
respectivamente). El VEGFR-2 es reconocido cldsicamente como el receptor
candnico de VEGF-A%"2% y el VEGFR-1 es considerado como un regulador
negativo de la activacion de VEGFR-2%. La unién de los ligandos a su receptor
permite la estabilizacion de la dimerizacion de los VEGFRs a través del dominio Ig-
7 lo que expone el sitio de uniéon a ATP en el cPTK e induce la fosforilacion de los
residuos tirosina en el CTD (ver Tabla 4). Estas modificaciones postraduccionales
permiten el reclutamiento de proteinas adaptadoras generalmente con un dominio de
unién a SH2°!. Las principales cascadas de sefializacion inducidas por la activacion
de los VEGFRs es la de MEK/ERK que promueve la proliferacion celular, la de

p38/MAPK que induce la remodelacion del citoesqueleto y la migracion celular, y la
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via de PI3K/AKT que promueve la supervivencia por inhibicion de las caspasas y el

aumento de la permeabilidad vascular’!.

VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGEF-D PGF

VEGFR-1

VEGFR-2

VEGFR-3

Tabla 3 Ligandos especificos para cada receptor de VEGF

En el infarto cerebral la expresion del VEGF-A 64 se incrementa tempranamente>”.
En las primeras horas luego del infarto, las neuronas incrementan la expresion de VEGF-
A4 llegando al pico de expresion a las 3 horas para luego retornar a los valores basales
hacia las 24 horas®*. Luego son los astrocitos y el endotelio vascular los principales
productores de VEGF- A164>°. La aplicacion exdgena de VEGF-A 64 ha mostrado tener

36-38 como neurotoxico >’ Aun

un efecto dual en este tipo de lesion, tanto neuroprotector
no estan completamente entendidos los mecanismos moleculares involucrados en ambos

efectos pero se ha propuesto que podrian estar ligados biologicamente por la activacion

diferencial de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2°0:61:62,

) Ref. S’eq. aa. ) cPTK ATP Poli PTM
Simb.  Isoforma Proteina (da.) Regiones Ig T bind " Loop
(Uniprot ID) a. CDD Sec. mn pe Gli. Fos
32.107, 833..834, 100, 164,

230..327, 841,859, }ggé 196, 251, 1901543’
VEGFR-1  NP_002010.2 133 L2758 o 349.404, PIKe g9, SOLB78 ygsg 1030 323402 69
Fien (D7RSL3) (150769) T:799-780 428553, VEGFR2 |5 882,007, oCnCe 417474, )0
: 1:781..1338  556.654,  (cd05103) 909..912, : 574,597, :
1071, 1242,
661..747, 1013, 1106 620,625, 300
827..1158 1020, 666 ’
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el infarto

sFIt1

sFlt1-14

KDR

Long

Short

NP

VEGFR-1 ~ NP_001153392.

isoforma 2 1 (P17948-2)
Y:fffifr l;j; NP _001153502.
. 1 (P17948-3)
isoforma 3

VEGFR-1 ~ NP_001153503.

isoforma 4 1 (P17948-4)
NP_002244.1
VEGFR-2 (P35968)
VEGFR-3 NP_891555.2
isoforma 1 (P35916-2)
VEGFR-3 NP_002011.2
isoforma 2 (P35916-1)

VEGFR-3 NP_001341918.
isoforma 3 1

687
(77,474)

733
(82,124)

541
(60,917)

1356
(151,527)

1363
(152,757)

1298
(145,599)

1306
(143,914)

E: 27..687
T: NP
I: NP

E:27..733
T: NP
I: NP

E: 27.541
T: NP
I: NP

E: 20..764
T: 765..785
1: 786..1356

E:25..775
T: 776..796
1: 797..1363

E: 25..775
T: 776..796
1: 797..1298

E:25..775
T: 776..796
1: 797..1306

143

353.
427.
568.

143

353..
447..
568..
671..

143..
245..

439..

.219,
.327,
424,
1539,
1640,

.219,

46..110,

141.
224.
328.
421.
551.
667.

207,
320,
414,
458,
660,
753

30..127,

151.

219
331

422.
555.
678.

138.
238.
245.
343.

567

693.
776.
837..

213,
326,
LAlS,
552,
671,
764

224,
327,
329,
415,
657,
765,
755,
796,

1176,

..224,

796,

NP

PTKc
VEGFRI1
(cd14207)

PTKc
VEGFR3
(cd05102)

PTKc
VEGFR3
(cd05102)

PTKc
VEGFR3
(cd05102)

NP

NP

NP

826..
1167

845..
1173

837..
1176

837..
1176

1029,
1038..1041

NP

NP

NP

840..842,
848,
866..868,
885,914,
916..920,
922..923,
1019,
1026,
1035,
1045..1047

851..853,
859,
877..879,
896, 925,
927..931,
933..934,
1028,
1035,
1044,
1054..1056
851..853,
859,

851..853,
859,
877..879,
896, 925,
927..931,
933..934,
1028,
1035,
1044,
1054..1056

NP

NP

NP

NP

NP

NP

1045..

1070

1054..

1079

1054..

1079

1054..

1079

100, 164,
196, 251,
323, 402,
417, 474,
547,597,
620, 625

100, 164,
196, 251,
323, 402,
417, 474,
547, 597,
620, 625,
666

100, 164,
196, 251,
323, 402,
417,474

46, 66, 96,
143, 158,
245,318,
374, 395,
511, 523,
580, 613,
619, 631,
675, 704,

721

33,104,
166, 251,
299, 411,
515, 527,
594, 683,
690, 758

33,104,
166, 251,
299, 411,
515, 527,
594, 683,
690, 758,
830, 833

33, 104,
166, 251,
299, 411,
515, 527,
594, 683,
690, 758,
830, 833,
853

1327,
1333

NP

NP

NP

853,
1063,
1068,
1230,
1231,
1265,

Tabla 4 Isoformas generadas por splicing alternativo de los genes que codifican para
VEGF en H. sapiens y sus homaologos en R. norvegicus y M. musculus.
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Simb.: simbolo de la proteina anotado en la base de datos Uniprot(EMBL-EBI); Ref. Seq.
Proteina: Numero de acceso de NCBI de la proteina; Uniprot ID: Codigo de identificacion de la
proteina en la base de datos Uniprot (EMBL-EBI); aa: numero de aminodcidos de la proteina,
da.: peso molecular de la proteina expresada en daltons; Regiones: segmento de la proteina extra
citoplasmatico (E), segmento transmembranal (T) y segmento intracelular (I); Ig: Posiciones en
la secuencia de los aminodcidos correspondientes al dominio tipo inmunoglobulina de los VEGFR; ¢PTK:
Posiciones de aminodcidos que corresponde al dominio catalitico de la tirosina cinasa de los VEGFR,;
CCD: Codigo de la familia de dominios protéicos conservados anotado en NCBI; Sec.: posiciones inicial
y final de la secuencia que corresponde al dominio PTK; ATP bind: Secuencia de aminodcidos del VEGFR
que corresponden al sitio de union a ATP; Loop: Secuencia de aminodcidos del VEGFR que corresponden
al asa de activacion (A-loop) dentro del sitio de union a ATP; PTM: Modificaciones postraduccionales de
VEGFR; Gli.:Posiciones de los sitios de glicosilacion del VEGFR; Fos: Posiciones de los sitios de
fosforilacion del VEGFR.

Por el lado de los receptores, las neuronas expresan constitutivamente el VEGFR-2 y
luego del infarto incrementa su expresion en aquellas localizadas en el borde de la
lesion®. VEGFR-2 media el soporte trofico neuronal, el crecimiento axonal y la

neurogénesis>®64

, y en condiciones experimentales de isquemia tiene un efecto
neuroprotector, tanto in vivo como in vitro®®. Sin embargo, la activacién de VEGFR-2
también ha sido relacionada con un efecto neurotoxico atribuido principalmente a la
alteracion de la permeabilidad selectiva de la barrera hematoencefalica (BBB)®>® por
regulacion negativa de claudina-5 y ocludina en células endoteliales®®. La alteracion de
la permeabilidad selectiva de la BBB es bifasica en el infarto cerebral, los picos de
aumento de la permeabilidad se dan a las 6 y 72 horas después del infarto®’. La alteraciéon
de la BBB favorece la entrada de proteinas séricas al parénquima cerebral®’; y promueven
la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y factores quimiotacticos como

68,69

MIP-1a, que favorecen la infiltracion leucocitaria®™, que pueden exacerbar la respuesta

32,49,70,71

inflamatoria e incrementar el dafo . La respuesta inflamatoria, que tiene un

componente tanto local como sistémico, estd regulada inicialmente por la

32,49,70,72,73

microglia , macrofago residente del sistema nervioso central (SNC)’*. Los
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patrones moleculares de dafio como proteina de alta movilidad del grupo caja 1
(HMGBI1), ATP o proteina de shock térmico 60 (HSP60) liberados por las neuronas
estresadas activan a la microglia hacia un fenotipo neurotéxico denominado
M 1470717576 qye se caracteriza por la liberacion de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-18, TNF-a e INF-y**°. La microglia activada M1 puede exacerbar
el dafio fagocitando neuronas estresadas no apoptdticas en la penumbra’’ ",
liberando radicales libres que exacerban el estrés oxidante de la isquemia®, o
liberando metaloproteinasas de matriz (MMP) como MMP-2 y 9, que degradan a las
proteinas de unidn estrecha del endotelio vascular cerebral’>*7® favoreciendo la
alteracion de la permeabilidad selectiva de la BBB. La inhibicion temprana del
fenotipo neurotdxico microglia M1, tiene un efecto neuroprotector®®. Sin embargo,
una deplecion completa de la microglia exacerba el dafio producido por la isquemia’?,
que se ha visto relacionado a un aumento de la actividad pro-inflamatoria del astrocito
reactivo®!. La microglia también expresa VEGFR-1 constitutivamente, y su
activacion se ha visto relacionada a la migracion y la proliferacion en modelos in
vitro*?. La migracion de microglia/macréfagos cumple un rol importante en la
anastomosis de los vasos formados de novo en la fase tardia de revascularizacion del
tejido lesionado®®. La deplecion de las microglias por la inhibicion farmacoldgica del
receptor para el factor estimulante de colonias 1 (CSFR1) exacerba la muerte
neuronal por una falla en la regulacion de los astrocitos reactivos que promueve

sobreproduccion de moléculas pro-inflamatorias como IL-1a, IL-1B, TNF-a e IL-6

que exacerban el estrés oxidante producido por el evento isquémico®!.
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ICs ICs
Ne(::g)izz ;::::x;eal Principio Mecanismo VEGFR-1 VEGFR-2 Otros
g (fit-1) (KDR)
Inhibidor de la actividad VEGFR-3: 18 nM
tirosin quinasa de VEGFR- ¢-KIT: 236 nM
ALL 993 - Inhibidor quimico in qut .- 130 nM 23 nM ¢c-FMS: 380 nM
1/2, inhibidor competitivo
del sitio de union del ATP PDGFR: 640 nM
’ c-Abl: 2.8 uM
Inhibidor de la actividad VEGFR-3: 0.3 nM
e s o . tirosin quinasa de VEGFR- PDGFR: 1.6 nM
axitinib Inlyta Inhibidor quimico 172, inhibidor competitivo 0.1 nM 0.2 nM KIT: 1.7 aM
del sitio de union del ATP. RET:>1 pM
Anticuerpo IgGi
bevacizumab Mvasi /Avastin monoclonal contra Sc une a VEQF circulante e ND ND _
VEGF inhibe su union al receptor
humanizado
ASA404/ Inhibidor de la actividad
DMXA q Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- 119 uM 11 M --
Vadimezan 12
Cabometyx/ Inhibidor de la actividad
cabozantinib y Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- ND ND ND
Cometriq 12
Inhibidor de la actividad VEGFR-3: 5.2 nM
lenvatinib Lenvima Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- 22 nM 4nM PDGFR: 39 nM
12 FGFR: 46 nM
VEGFR-3: 47 nM
pazopanib Votrient 10 nM 30 M CPE(%I.:R7 48;‘;/}M
RET:>1uM
Anticuerpo IgG Se une al segmento
ramucirumab Cyramza monoclonal contra  extracitoplasmatico del _ 2 oM _
¥ VEGFR-2 VEGFR-2 ¢ inhibe la unién
humanizado de VEGF
Inhibidor de la actividad oaER-S: 20 aM
sorafenib Nexavar Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- ND 90 nM o n
12 ¢-KIT: 68 nM
RET: 100 nM
Inhibidor de la actividad
SU-1498 -- Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- - 700 nM PDGR: 50 uM
2
Inhibidor de la actividad
SU-4312 -- Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- 800 nM 800 nM PDGR: 1.4 uM
12
Inhibidor de la actividad
- - ubidor EGFR: > 100 uM
SU-5402 -- Inhibidor quimico tll/r;)sm quinasa de VEGFR- 30 nM 20 nM PDGR: > 100 uM
Inhibidor de la actividad VEGFR-3: 54 nM
. . . tirosin quinasa de VEGFR- PDGFR: 68 nM
SU-5416 Semaxanib Inhibidor quimico 172, inhibidor competitivo 43 nM 220 nM -KIT: 660 nM
del sitio de union del ATP. RET: 944 nM
Inhibidor de la actividad VEGFR-3: 10 nM
tirosi . de VEGFR PDGFR: 60 nM
SU-6668 - Inhibidor quimico ot duinasa e VELIER- 15 nM 200 nM ¢-KIT: 660 nM
1/2, inhibidor competitivo
del sitio d i6n del ATP RET: 944 nM
el sitio de union de . FGFRI: 3 uM
i e astdod rogi:
SU-10944 - Inhibidor quimico i qut o 6 nM 96 nM RET: 1.6 uM
1/2, inhibidor competitivo FGFR1: 1.6 uM
del sitio de unién del ATP. FLOK
Inhibidor de la actividad VEGFR-3: 30 nM
e . . tirosin quinasa de VEGFR- PDGEFR: 55 nM
SU-11248 Sunitinib/Sutent  Inhibidor quimico 13, lo et GemsiE 15 nM 38 nM ¢-KIT: 10 nM
del sitio de union del ATP. RET: 224 nM
Inhibidor de la actividad pEaER S, 060 nM
Vandetanib Caprelsa Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- 77 :sM 37 nM N
12 ¢-KIT: 630 nM
c-FMS: 1.4 uM
Inhibe VEGFR -2, bloque
XL-880 Foretinib Inhibidor quimico competitivo del sitio de -- 0.9 nM MET: 0.4 nM
union a ATP
Inhibidor de la actividad
ZM306416 L . A .
hydrochloride -- Inhibidor quimico tirosin quinasa de VEGFR- 2 uM 100 nM --

12

Tabla 5 Lista de los principales inhibidores de los VEGFRs
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que el VEGF-A 64 tiene un efecto dual en el infarto cerebral tanto
como un factor neurotdxico como neuroprotector y se piensa que este efecto ambivalente
estd relacionado a la activacion diferencial de sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2,
expresados constitutivamente en las células del parénquima cerebral. Ensayos in vitro*!
e in vivo®®, sugieren que el efecto neuroprotector de VEGF-A 164 en el infarto cerebral es
preferencialmente dependiente de la activacion del VEGFR-2 expresado en neuronas®.
El VEGFR-1, tradicionalmente considerado como un sefiuelo o un regulador negativo de
la activacion de VEGFR-2, ha sido poco estudiado en el infarto cerebral, sin embargo,
evidencias recientes muestran que la activacion de VEGFR-1 participa en el

8687 la revascularizacion del tejido

reclutamiento leucocitario a la zona de lesion
infartado®®*° dependiente de la activacion de los pericitos®’, la inhibicién de la apoptosis
inducida por la isquemia en las neuronas del parénquima cerebral®!, la regulacién
negativa de los scavenger receptors en las microglias activadas que se relaciona a una
disminucién del volumen de infarto®? y el aumento de la permeabilidad de la BBB
relacionado a la activacion de semaforina 3A que exacerba el dafio producido por el

infarto®®. Sin embargo, atin no se ha determinado si el efecto de la activacion de VEGFR-

1 puede estar modulada por la activacion simultdnea del VEGFR-2.

2. HIPOTESIS

El efecto neuroprotector del VEGF-Ajes en el infarto cerebral es parcialmente

dependiente de la activacion de VEGFR-1.

EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA ACTIVIDAD DE VEGFR-1 EN EL INFARTO CEREBRAL
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la activacion de VEGFR-1 en la fase aguda del infarto

cerebral.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto neuroprotector del VEGF-A164 en el modelo de infarto
cerebral por oclusion transitoria de la arteria cerebral media.

e Determinar si el efecto neuroprotetor de VEGF-A 64 es dependiente de la
activacion diferencial de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2.

e Determinar si el efecto neuroprotector d¢ VEGFR-1 es dependiente de la
viabilidad neuronal en el parénquima lesionado por el infarto.

e Determinar si el efecto neuroprotector d¢ VEGFR-1 es dependiente del
perfil inflamatorio local y sistémico en el infarto cerebral.

e Determinar si el efecto neuroprotector de VEGFR-1 es dependiente de la

respuesta inmune temprana subsecuente a la polarizacion de la microglia.

5. METODOS

A. Oclusion transitoria de la arteria cerebral media

El modelo experimental de oclusion transitoria de la arteria cerebral media
(t-MCAo0) es el que mejor recapitula el mecanismo fisiopatoldgico del evento
isquémico cerebral que ocurre en los seres humanos, puesto que consta de ambos

componentes de dafio, el isquémico seguido por el de reperfusion®. Para inducir
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la t-MCAo se utilizé el método de Longa®, que se resume a continuacion. Ratas Wistar
machos (270-290 g) se anestesiaron con isofluorano (1.5% con oxigeno 0.5L/min), luego
se registro la perfusion del parénquima cerebral irrigado por la arteria cerebral media en
tiempo real mediante un laser Doppler colocado en el hueso parietal ipsilateral del craneo
en las coordenadas AP: -1.5, ML: +3.5. Posteriormente, se hizo una incision paramedial
en el tercio medio de la cara ventral del cuello y en el campo limitado por el musculo
esternohioideo, esternocefalico y el digastrico se diseco en planos hasta exponer la arteria
cardtida comun y sus ramas, se ligo la porcion distal de la arteria carétida externa, la arteria
tiroidea superior y la arteria occipital, luego de colocar pinzas hemostaticas en la porcion
proximal de la cardtida comun y la distal de la carétida interna, se introdujo un
monofilamento de nylon con cubierta de silicon (DOCCOL-403734) por una incision en
la cardtida externa y se dirigio hacia la carotida interna hasta alcanzar el nacimiento de la
arteria cerebral media en el poligono de Willis (Figura 1), momento en el que se registra
una caida de la perfusion sanguinea. Los animales fueron retirados inmediatamente de la
anestesia y puestos en una cama caliente. A los 90 min de oclusion se retird el filamento,
y se registrd la reperfusion con el laser Doppler. Como criterio de inclusion so6lo se
consideraron los animales con una caida inferiores al 40% del nivel basal. En los ratones

balb/c (27-29 g.) la oclusién fue de 60 min.
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Figura 1 Representacion grdfica de la técnica de oclusion de la arteria

cerebral media con un monofilamento de nylon.

Luego de disecar la CC, se liga la porcion distal de la STA, la ECA, y la OA; se
hace una incision en el extremo distal de la ECA por donde se introduce el monofilamente
de nylon, luego se seccion la STA, la ECA y la OA lo mds pegado a las suturas, de tal
manera que el musion libre del a ECA distal pueda tretraerse cauldalmente hasta
alinearlo con la direccion de la MCA. Se sigue introduciendo el filamento hasta registrar
la caida en la perfusion por oclusion del nacimiento de la MCA. MCA: arteria cerebral
media; PPA: arteria Pterigopalatina; OA: Arteria occipital; STA: arteria Tiroidea
superior; ICA: arteria Carotida interna; ECA: arteria Carotida externa; CC: Cardtida
comun.
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B. Cuantificacion del volumen de infarto

Para evaluar el volumen de infarto se utilizo la técnica de tincion con cloruro de
trifeniltetrazolio (TTC), indicador redox que al reaccionar con la cadena respiratoria
funcional de la mitocondria precipita a un compuesto que tifie el tejido vivo de color rojo.
Las cuantificaciones fueron hechas 24 h luego de la oclusién, los animales se
perfundieron con 200 mL de NaCl al 0.9% frio, luego de lo cual se extrajo el cerebro y
se colocd a-20 °C por 5 min para facilitar los cortes gruesos coronales de 2 mm realizados
en una matriz cerebral. Los cortes fueron incubados en TTC al 2% por 10 mina 37 °Cy
las imagenes de las secciones digitalizadas se capturaron con un escaner (Lexmark
X2650, Lexmark, Canada) y el programa Imaging Studio (Lexmark, Canada). El
volumen de infarto se midid con un programa semiautomatizado personalizado (Anexo
I) implementado en Fiji-Image] V2 %. El volumen de infarto se corrigi6 con la siguiente

formula

n
A . X A;
Infarct volume = t XZ<%W>

i=1 ips

Donde ¢ es el grosor de las secciones (2mm), n es el nimero de secciones, A¢y es el
area del hemisferio contralateral al infartado de la iésima seccion, Ainres el area de infarto
en la iésima seccidon y Ay es el area del hemisferio ipsilateral a la lesion de la iésima
seccion

C. Cuantificacion del volumen de edema

Las cuantificaciones del volumen de edema fueron hechas a las 24 h de reperfusion.

para ello los animales se perfundieron con 200 mL de NaCl al 0.9% frio, se extrajo el

EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA ACTIVIDAD DE VEGFR-1 EN EL INFARTO CEREBRAL
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cerebro y se coloco a -20 °C por 5 min para facilitar los cortes gruesos coronales de
2 mm realizados en una matriz cerebral. Las secciones fueron digitalizadas con un
escaner (Lexmark X2650, Lexmark, Canadd) y el programa Imaging Studio
(Lexmark, Canada). Con el programa Fiji-Image] V2 °° se midi6 las areas
correspondientes a los hemisferios en cada seccion del cerebro y se multiplico por el
grosor del corte (2 mm). Los resultados fueron expresados como la proporciéon del

volumen del hemisferio ipsilateral en comparacion al contralateral.
D. Administracion de VEGF-A164 e inhibidores farmacologicos

El VEGF-Ais4s y sus inhibidores fueron administrados por via
intracerebroventricular (i.c.v.) con un capilar de vidrio graduado (didmetro de punta
<50 pum, velocidad de flujo 0.5 pL/min) en las coordenadas estereotaxicas AP: -0.8
mm, ML: -1.5 mm, DV: -4.0 mm; a los 30 minutos de reperfusiéon. El VEGF-A 164
recombinante de rata fue reconstituido en una solucién de albumina sérica bovina
(BSA) al 0.1% a una concentracion final de 25 ng/uL; los inhibidores SU1498 y
Axitinib, por su baja solubilidad en medios polares se resuspendieron en
dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion final de 2.5 ng/uL. Para cada
tratamiento se administr6 un volumen de 2 pL de cada solucion de manera
subsecuente, con un volumen final de 4 puL. En el caso de los controles, se

administraron 2 pL. de BSA 0.1% con 2 pL de DMSO.
E. Evaluacion de la viabilidad neuronal

Para evaluar la viabilidad de los tejidos se utilizo la tincion con violeta de cresilo,

colorante basico que tifie los acidos nucleicos y permite ver su morfologia. Para ello,
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los cerebros de ratas fijados 24 h en paraformaldehido al 4% en solucion salina
amortiguada con fosfatos (PFA) y deshidratados en sacarosa al 30% fueron
seccionados en cortes finos coronales de 40 um y almacenados en solucion
crioprotectora (etilenglicol al 30%, sacarosa al 30%, amortiguador de fosfatos al 0.1M)
a -20°C hasta su procesamiento. Luego de que las secciones fueron montadas en
laminillas gelatinizadas y permeabilizadas en soluciones de alcohol etilico crecientes (0,
20, 75, 90, 100%), fueron tefiidas con violeta de cresilo al 0.1% por 5 min a temperatura
ambiente. Se tomaron microfotografias de 350 X 250 um en campo claro usando el
programa Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics Inc., Buckinghamshire, UK) y la
camara Evolution UVF (Media Cybernetics, 12 megapixel) acoplada al microscopio
Olympus IX71 con magnificacion de 20X de tres secciones consecutivas separadas por
400 pum. Para evaluar la viabilidad de las neuronas piramidales de las capas Il y V de la
corteza cerebral se consideraron dos caracteristicas de los nicleos tefiidos con violeta de
cresilo: el diametro y la circularidad. Las imagenes digitalizadas fueron analizadas por
una rutina de macro personalizada (Anexo II y Anexo III) implementada en el programa
Fiji (Fiji-Imagel, version 1.52i, NIH, USA)’ tomando como pardmetros una circularidad
entre 0.47 y 0.88; y un area entre 30-250 um?. Para calcular el indice de supervivencia,
los conteos de neuronas vivas de cada seccion fueron expresados como proporcion de su
lado contralateral respectivo, la media de los conteos proporcionales fue normalizada con
el promedio proporcional del conteo de neuronas del grupo sham. Se implement6 un
algoritmo en el lenguaje de programacién R para el calculo automatizado de todos los

conteos (Anexo III). La formula resultante fue:
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respectivo de neuronas vivas, n es el nimero de secciones coronales tomadas para
cada cerebro infartado, ¢ es el nimero de ratas infartadas por grupo, S?* es el conteo
ipsilateral de neuronas vivas del grupo de ratas sham, S es el conteo contralateral
respectivo de neuronas vivas del grupo de ratas sham y m es el nimero de secciones
coronales tomadas para cada cerebro del grupo de ratas sham, p es el nimero de ratas

sham.

F. Evaluacion de la deficiencia neurofuncional

Para evaluar el deterioro neurofuncional de los animales sujetos a t-MCAo se les
aplico una bateria de evaluaciones neuroldgicas 24 h después de producido el evento
isquémico. La funcion neurologica fue evaluada con fundamento en reportes

97,98

anteriores” ’°, con ligeras modificaciones. La severidad de la deficiencia

neurofuncional se evalu6 en 8 parametros:

item Actividad Puntaje
No se mueve y/o explora la caja incluso con estimulo 0
externo.
Actividad espontdnea (Siz ;r(l)usve y/o explora la caja de evaluacion por menos 1
Se mueve y/o explora la caja de evaluacion al menos )
10s.
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Comportamiento circular
levégiro

Estimulo doloroso
(aduccién del miembro anterior
después de presionar
ligeramente las puntas de los
dedos)

Traccién prensil
(evalua la fuerza y el equilibrio
del animal al ser puesto sobre
una reja)

Cola suspendida

Postura

Se mueve y/o explora por mas de 20 s la caja de
evaluacion.

No se mueve incluso con al estimulo
Comportamiento circular al estimulo
Comportamiento circular espontaneo
No tiene comportamiento circular

Movimiento asimétrico, aduccion minima del
miembro contralateral a la lesion, permanece en el
lugar.

Movimiento asimétrico, aduccion incompleta parética
y bradicinética del miembro anterior afectado por la
lesion, permanece en el lugar luego del estimulo.
Movimiento asimétrico, aduccion parética
bradicinética del miembro anterior afectado por la
lesion, permanece en el lugar luego del estimulo.
Movimiento asimétrico, aduccion parética
bradicinética del miembro anterior afectado por la
lesion pero se aleja del estimulo doloroso.
Movimiento simétrico de los miembros y se aleja del
estimulo doloroso.

Cae sin intentar sostenerse de la reja.

Movimiento asimétrico, incapaz de soportar el peso de
su cuerpo con el miembro anterior y posterior del lado
afectado.

Movimiento asimétrico, incapaz de soportar el peso de
su cuerpo con el miembro anterior afectado, pero si
con el posterior del lado afectado.

Uso asimétrico de los miembros, miembro no afectado
preferentemente usado.

Simétrica.

Queda suspendida inmovil, sin intentar incorporarse.
Se tuerce sin poder elevar el cuerpo.

Incapaz de incorporarse, eleva el cuerpo solo hasta la
horizontal.

Eleva el cuerpo preferentemente por el lado ipsilateral.
Eleva el cuerpo indistintamente por ambos lados.

Animal yace sobre la mesa.

Miembro anterior y posterior contralateral incapaz de
sostener el peso del cuerpo, el cuerpo descansa en la
mesa sobre el lado afectado por la lesion.

Miembro anterior afectado por la lesion incapaz de
sostener el peso del cuerpo.

Cuerpo ligeramente rotado al lado contralateral.

W — O
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Cabeza ladeada hacia al lado contralateral. 4
Simétrica. 5

No se mueve. 0

Comportamiento circular sin elevarse. 1

Se eleva pero no apoya el miembro anterior afectado. 2

Prueba del cilindro Se eleva pero apoya preferentemente el miembro 3

anterior no afectado.

Se eleva y apoya los miembros anteriores en la pared 4

simétricamente.

No apoya la pata anterior afectada en la marcha, se 0

apoya en el cuerpo del lado afectado.

Arrastra el dorso de la pata anterior afectada durante 1

la marcha.

Arrastra el dorso de los dedos de la pata anterior )
Marcha afectada durante la marcha.

Apoya el lado cubital de la pata anterior afectada 3

durante la marcha.

Dedos de la pata anterior afectada extendidos durante 4

la marcha.

Marcha simétrica. 5
TOTAL 32

La puntuacion maxima alcanzada es de 32 (sin deficiencia neurofuncional) y la

minima es de 0 (deficiencia neurofuncional severa).
G. RT-qPCR

Para evaluar el componente sistémico de la respuesta neuroinflamatoria en el
infarto cerebral se cuantifico la expresion de marcadores inflamatorios en leucocitos
de sangre periférica. Para ello, 24 horas luego del infarto se tomd 1 mL de sangre de
cada rata y se agregaron 50 pL de EDTA 0.5M pH 8.0 como anticoagulante, luego se
mezclaron suavemente con 10 mL de buffer de lisis de eritrocito (NH4CI 155mM,
NaCO; 12mM, EDTA 0.1M pH 8.0), se centrifugaron a 3500 rpm por 8 min a

temperatura ambiente (SorvallTM ST8, rotor 75005701, ThermoFisher Scientific,
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Alemania). Para aislar el RNA total de los leucocitos precipitados, se homogenizaron en
1 mL de TRIzol (Ambion, Life technologies, Texas, EEUU), luego se agregaron 200 uL
de cloroformo y se separaron en 2 fases por centrifugacion a 12,000 x g por 15 min a
4°C, se precipitdo el RNA total de la fase acuosa con 500 pL de isopropanol, luego se
hicieron dos lavados con etanol al 75% y se solubilizd el RNA precipitado en agua
bidestilada (H204q).

La pureza e integridad del RNA total se evaluaron por la relacion de densidad optica
260/280nm y en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, respectivamente. La
reaccion de retrotranscripcion y amplificacion se realizaron con el kit NZYspeed RT-
gPCR Green Kit, ROX (nzyTECH, Portugal) en placas de 96 pozos, la fluorescencia fue
cuantificada con el equipo Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR System
(Thermo Fisher, Alemania), con el siguiente protocolo: 20 min de transcripcion reversa
a 50°C; 2 min de activacion de la enzima a 95°C; 40 ciclos de 5 s de desnaturalizacion a
95°C, 30 s de alineacion y amplificacion a 61°C, usando los siguientes primers (Anexo

IV):

Numero de . .
Gen Sentido Secuencia
acceso

Forward CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGG
IL-1Beta  NM_031512.2 p ese  TGTGCTCTGCTTGAGAGGTGCT
Forward CGAGCCCACCAGGAACGAAAGTC
I-6 NM 0125892 1 lerse CTGGCTGGAAGTCTCTTGCGGAG
Forward ACCTGCAAGACCATCGACAT

TGF-beta  NM 0215782 lese TGTTGTACAAAGCGAGCACC
Forward GCATCTTCTTGTGCAGTGCC

GAPDH  NM_017008.4  p ose  GATCTCGCTCCTGGAAGATGG
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La cuantificacion de la expresion relativa de los mensajeros se realizaron usando

el método de 2-22¢

, usando la expresion del mensajero de gliceroaldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia. Analisis de la curva de fusion y de

geles de acrilamida fueron realizados rutinariamente para evaluar las reacciones de RT-

qPCR.
H. Milliplex

Para complementar la evaluacion de marcadores inflamatorios periféricos y
centrales se cuantificaron los niveles de expresion a proteica. Para ello se obtuvieron
muestras de sangre y liquido cefalorraquideo (CSF), respectivamente, a las 24 h pos-
infarto. Las muestras de 1 mL de sangre se recolectaron por puncion transcardiaca
bajo anestesia, se agregd 50 uL/mL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al
0.5M y luego se centrifugaron a 500 g por 8 min a temperatura ambiente, se extrajeron
las fracciones plasmadticas de cada muestra y se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento. Las muestras de CSF se obtuvieron por la puncion de la cisterna
magna con un capilar (VWR 53508-433 25 pL), las muestras se mantuvieron a -8§0°C
hasta su procesamiento. La deteccion de citoquinas se realizd con el kit
cytokine/chemokine magnetic bead Milliplex MAP panel (Millipore, Temecula, CA)
para rata, de acuerdo a las especificaciones del fabricante. En una placa de 96 pozos
se determinaron simultdneamente la presencia de IL-1f3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70,
IL-17, TNF-a, CCL11, INFy, CX3CL1 y VEGF. Los anticuerpos se resuspendieron
en 3 mL de diluyente y los estandares se prepararon con H>Ogq en concentraciones

finales de 200 a 16,000 pg/mL. Los controles positivos se resuspendieron en 250 pL
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de H2Ou4. Luego se lavaron los pozos con 200 pL de buffer de ensayo, se pusieron 25 uL
de estandares, controles positivos y muestras a cada pozo. Luego se agregaron 25 puL de
buffer de mezcla y se incubaron en agitacién constante por 2 h a temperatura ambiente.
Luego de los lavados, se agregaron 25 puL de buffer de deteccion de anticuerpos, y se
incubaron por 1 h en agitacion constante a temperatura ambiente. Luego se agregaron 25
uL de estreptavidina-ficoeritrina a cada pozo y se incubaron a temperatura ambiente por
30 min en agitacion constante. Previo a la lectura del equipo se agregaron 125 pL de
liquido de cubierta. La placa fue leida en el equipo MAGPIX system (EMD Millipore,
Darmstadt, Alemania). Los resultados fueron analizados en el programa xPONENT
(Luminex, Madison, WI). Los ensayos fueron hechos con duplicados técnicos y
triplicados bioldgicos (n=3).

I. Inmunofluorescencia

Los cortes finos coronales de 40 um del cerebro de ratas infartadas fijados en PFA y
deshidratados en gradiente de sacarosa fueron incubados con solucion de bloqueo (PBS
con Triton x-100 al 0.5% y albumina de suero bovino al 5%) por 1 hora a temperatura
ambiente. Luego las secciones fueron incubadas en flotacion con los anticuerpos
primarios contra Iba-1 (1:200; Waco; Richmond, VA, EEUU) y contra arginasa-1 (1:200;
Invitrogen) por 48 horas a 4° centigrados. Se lavo tres veces con solucion de lavado (PBS
con Triton X-100 al 0.5%), cada una por 10 minutos en agitacion constante. Y finalmente,
se incubo con los anticuerpos secundarios Alexa 546 contra conejo y Alexa 488 contra
ratéon (ambos a 1:2000; Invitrogen, Caslbad, CA, EEUU) en solucion de lavado por 2

horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Para la reconstruccion en z, se tomaron un
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promedio de 45 microfotografias cada 0.5 uM con el microscopio confocal Zeiss

LSM 800 usando un objetivo de 63X. Un promedio de 45.

6. RESULTADOS

A. La administracion exogena VEGF-A164 en los primeros 30 minutos de

reperfusion tiene actividad neuroprotectora en el -MCAo.

En este modelo in vivo, la sobreexpresion de VEGF-A164 ha mostrado tener un
efecto ambivalente, tanto neuroprotector’ como neurotoxico!?’, por lo que iniciamos
por definir el efecto de la administracion exdgena VEGF-A64. La lesion producida
por la t-MCAo afecta principalmente la region del estriado (foco del infarto) y la
porcioén medial de la corteza cerebral (penumbra). La administracion i.c.v. de 50 ng
de VEGF-A164, no mostr6é una mejoria significativa de la actividad neurofuncional
(Figura 2A) pero si mostré una disminucion significativa (p = 0.01) del 20% del
volumen de infarto (media: 197.82 mm?, D.E.: 11.54 mm?®) en comparacion con el
grupo infartado sin tratamiento (media: 250.14 mm?, D.E.: 26.14 mm? ) (Figura 2B y
Figura 2C), que se relacion6 a un mayor nimero de neuronas viables (media de indice
de supervivencia neuronal 0.5098, D.E.: 0.0743) visto en cortes coronales finos de
cerebros de ratas infartadas tefiiddos con Nissl en comparacion con las ratas infartadas
administradas con vehiculo (media de indice de supervivencia neuronal 0.1015, D.E.:
0.0779) (Figura 2D y Figura 2E). Los resultados mostraron que la administracion

exogena de 50 ng de VEGF-Aj64 1.c.v. tiene un modesto efecto neuroprotector.
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Figura 2 Efecto neuroprotector de la administracion exdgena de VEGF-A164 en el modelo de t-
MCAo
(A) Comparacion del desemperio neurofuncional tomado a las 24 h posteriores al infarto en el
grupo sham, el vehiculo (2ul de BSA + 2 uL de DMSO i.c.v.) y el grupo de VEGF-A64 (50 ng de VEGF-
Ajss Via i.c.v.), con una n de 7 por cada grupo. (B) Comparacion del volumen de infarto medido con la
tincion de TTC a las 24 h posteriores a la isquemia, con una n de 5 por cada grupo. (C) Imagenes
digitalizadas representativas de cada grupo de cortes coronales gruesos de 2 mm de ancho de cerebros de
ratas tefiidos con TTC, la lesion (representada por la region blanca del tejido) muestra una disminucion en
el grupo tratado con VEGF-A,s4, barra de calibracion = 2 mm. (D) Microfotografias de cortes coronales
finos de 40 um de grosor de cerebros de ratas infartadas teiiidos con violeta de cresilo, en el lado
correspondiente al infarto (ipsilateral) se observa una menor densidad de niicleos y una contraccion e
hipercromia de algunos los niicleos presentes, barra de calibracion = 50 um. (E) Comparacion del indice
de supervivencia neuronal calculado a partir de las imdgenes de microfotografia de cortes finos coronales
de cerebros de ratas infartadas teiiidos con Nissl, con una n de 3 por cada grupo. Las barras corresponden
a2 D.E #: p <0.05, * p<0.01 y **: p<0.001.

EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA ACTIVIDAD DE VEGFR-1 EN EL INFARTO CEREBRAL
51



Activacion diferencial de los receptores para el VEGF como mecanismo de neuro-proteccion en el infarto

cerebral isquémico

B. La activacion temprana del VEGFR-1 potencia el efecto

neuroprotector del VEGF en el infarto cerebral.

La actividad biologica del VEGF depende de la activacion de los receptores
tirosina cinasa; los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2, el candnico!®!. Dichos
receptores estdn constitutivamente expresados en distintas células del parénquima
cerebral. En ensayos in vitro se demostré que el efecto neuroprotector de VEGF, en
condiciones de hipoxia, es dependiente de la activacion del VEGFR-2*!, pero la
participacion de VEGFR-1 ha sido poco estudiada. Para abordar esta pregunta
utilizamos el inhibidor farmacolégico de VEGFR-2 SU-1498 (ICso 700 nM),
permitiendo asi analizar la actividad aislada de VEGFR-1. La inhibicion
farmacolodgica temprana del VEGFR-2 con SUI1498 mejora significativamente
(p<0.0001) el desempefio neurofuncional (media: 20.43, D.E.: 1.62) en comparacién
con el grupo de ratas no tratadas y tratadas con VEGF. La administracién de Axitinib,
un inhibidor farmacologico no especifico de los tres receptores para VEGF (ICs0 0.1
nM para VEGFR-1, ICs¢ 0.2 nM para VEGFR-2), suprime completamente el efecto
neuroprotector visto con la administracion temprana de SU-1498 (Figura 3A). La
administracion conjunta de los inhibidores con VEGF no altera los resultados antes
vistos (Figura 3A) o en comparacion con el grupo de ratas tratadas con VEGF
exclusivamente (Figura 2A). Estos resultados correlacionan con el volumen de infarto
cuantificado con las tinciones con TTC (Figura 2B y Figura 2C), el grupo de ratas
tratadas con SU1498, con o sin administracion conjunta con VEGF, muestran una

reduccion significativa del volumen de infarto a menos del 50% al observado a las
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ratas tratadas con Axitinib, con o sin administracion conjunta con VEGF (Figura 2B y
Figura 2C). Asimismo, el indice de supervivencia neuronal es cuatro veces superior en el
grupo de ratas tratadas con SU1498, en comparacion con las ratas tratadas con Axitinib
(Figura 2D y Figura 2E). Estos resultados demuestran que el bloqueo temprano de la
activacion de VEGFR-2 tiene un efecto neuroprotector en el infarto cerebral, lo que
sugiere que VEGFR-1, que también es activado por VEGF, pueda estar teniendo un

efecto neuroprotector.
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Figura 3 Efecto neuroprotector de la inhibicion temprana del
VEGFR-2

(A) Comparacion del desemperio neurofuncional tomado a las 24 h
posteriores al infarto en el grupo tratado con SUI498 (50 ng de SUI498 en 2
uL de DMSO + 2 uL de BSA i.c.v.), el tratado con Axitinib (50 ng de Axitinib
en 2 ul de DMSO + 2 uL de BSA i.c.v.), el tratado con SUI498-VEGF (50 ng
de VEGF en 2 uL de BSA + 50 ng de SU1498 en 2 uL de DMSOi.c.v.) y el grupo
tratado con Axitinib-VEGF (50 ng de VEGF en 2 uL de BSA + 50 ng de Axitinib
en 2 ul de DMSO i.c.v.), con una n de 7 por grupo. (B) Comparacion del
volumen de infarto medido con la tincion de TTC a las 24 h posteriores a la
isquemia, con una n de 5 por grupo. (C) Imagenes digitalizadas representativas
de cada grupo de cortes coronales gruesos de 2 mm de ancho de cerebros de
ratas teriidos con TTC, la lesion muestra una disminucion significativa en los
grupos tratados con SUI1498 y SU1498-VEGF, barra de calibracion = 2 mm.
(D) Microfotografias de cortes coronales finos de 40 um de grosor de cerebros
de ratas infartadas tefiidos con violeta de cresilo, en el lado correspondiente al
infarto (ipsilateral) se observa una menor densidad de nucleos y una
contraccion e hipercromia de algunos los nucleos presentes, barra de
calibracion = 50 um. (E) Comparacion del indice de supervivencia neuronal
calculado a partir de las imdagenes de microfotografia de cortes finos coronales
de cerebros de ratas infartadas teriidos con Nissl, con una n de 3 por grupo. Las
barras corresponden a £ 2 D.E. #: p < 0.05, *: p<0.01 y **: p<0.001.
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C. El volumen de edema se mantiene pese a la reduccion del volumen de
infarto.

El edema es otro componente importante de la fisiopatologia del infarto cerebral que
puede exacerbar el dafio producido por la isquemia inicial ' y ha sido relacionado con el
efecto neurotoxico mediado por VEGF!?. Todos los grupos muestran un edema entre el
10-15% del volumen equivalente del hemisferio contralateral (edema = [volumen
hemisferio ipsilateral — volumen hemiferio contralateral] / hemisferio contralateral),
independitemente de la administacion de VEGF o sus inhibidores, sin haber diferencias
significativas entre ellos (Anexo V). Este resultado muestra que el parénquima irrigado
por la arteria cerebral media fue homogeneamente comprometido en todos los grupos y
que el efecto neuroprotector observado por reduccion del volumen de infarto es
independiente a este (Figura 2 y Figura 3). La tendencia a un menor volumen de edema
en los grupos tratados con SU1498 (Anexo V) es consecuente con el menor volumen de

infarto en estos grupos (Figura 3B y Figura 3C).
D. La pérdida de peso es independiente del volumen de infarto a las 24

horas.

Las ratas sometidas a t-MCAo muestran una pérdida de peso significativamente
mayor (p>0.05) que las sham (Anexo VI). Aunque esta bien establecido que la zona de
penumbra del parénquima lesionado entra en un estado hipermetabolico!**1%, luego de
ocurrido el evento isquémico, la pérdida de peso no correlaciona con el volumen de

infarto (Figura 2, Figura 3 y Anexo VI).
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E. La neuroproteccion por activacion preferencial de VEGFR-1 es

independiente de la modulacion de la respuesta neuroinflamatoria

Los ensayos de Milliplex se realizaron en muestras pareadas de suero (Figura 4%)
y liquido cefalorraquideo (Figura 4B) de ratas infartadas, a las 24 h de reperfusion,
pese a las tendencias se logrd observar cambios estadisticamente significativos o
patrones entre los diferentes grupos. Los ensayos de RT-qPCR de RNA de leucocitos
de sangre periférica para los genes IL-1beta (Figura 4C), IL-6 (Figura 4D) y TGF-
beta (Figura 4E), no muestran diferencia significativa entre los grupos de ratas

tratadas con VEGF y las tratadas con vehiculo .
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Figura 4 La inhibicion de la activacion de los receptores de VEGF no modula

la respuesta neuroinflamatoria
Heatmap de la expresion, a nivel protéico, de los principales marcadores
inflamatorios en liquido cefalorraquideo (A) y en el plasma sanguineo (B), a las 24 h luego
del evento isquémico. Nivel de expresion de mRNA de IL-1p (C), IL-6 (D) y TGF-f (E),
normalizado con la expresion en el grupo sham. Las barras corresponden a £ 2 DE. IL-1p:
interleucina 1 beta, IL-6. interleucina 6, TGF-p: factor de crecimiento transformante beta.

Las barras corresponden a + 2 DE.
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F. El efecto neuroprotector de VEGFR-1 no estda relacionado a la

polarizacion de la microglia.

La microglia/macrdéfagos marcados indistintamente con la molécula adaptadora 1
de unioén a calcio ionizado (Ibal®) presentan una forma ameboide en la corteza
ipsilateral a la lesion. La forma ameboide de la microglia es un indicador de
activacion, mas no de polarizacion para lo cual se utiliz6 la marca de arginasa-1
(Argl). Argl es un marcador de microglia polarizado al fenotipo anti-inflamatorio
M2. La marca de Argl es expresada por la mayoria de las células Ibal " vistas en las
microfotografias, en todos los grupos excepto en el grupo sin tratamiento (vehiculo).

En el lado contralateral (Figura 5), la microglia conserva morfolégicamente sus
proyecciones tipicas, cortas y multiples; pero también, expresa Argl, excepto en el
grupo tratado con Axitinib, que muestra parcialmente la polarizacion de éstas hacia
un fenotipo anti-inflamatorio M2.

Estos resultados cualitativos muestran que la microglia est4 polarizado al fenotipo
M2 en la corteza de ambos hemisferios a las 24 h luego del infarto,
independientemente del tamafio de la lesion o el tratamiento. Ademas, el efecto
neuroprotector dependiente de la activacion preferencial de VEGFR-1 es

independiente de la polarizacion de la microglia.

Figura 5: Polarizacion de la microglia hacia el fenotipo M2 en la corteza de cerebros de
ratas infartadas.

Microfotografias de inmunofluorescencia confocal de cortes coronales de cerebros de ratas
infartadas, tomadas en la region periinfarto de la corteza entre las capas Il y V. La micrglia fue marcada
con Ibal+ (rojo), la polarizacion hacia fenotipo M2 fue identificada por la presencia de la marca de Arg
(verde), los niicleos fueron teiiidos con DAPI (azul). Barras de calibracion 20um.
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7. DISCUSION

Se ha demostrado que el VEGF-A 64 tiene un efecto dual en el infarto cerebral.
La administracion intravascular de VEGF-A 64 1 h 0 48 horas luego del infarto tiene
un efecto neurotdxico por aumento de la permeabilidad de la BBB¥. La alteracion de
la permeabilidad selectiva es dependiente de la activacion de las vias Src y PI3-
K/Akt/eNOS'% de VEGFR-2%2, que induce la regulacion negativa de las uniones
estrechas del endotelio vascular disminuyendo su expresion y promoviendo su

degradacion a nivel protéico®*1?7

, exacerbando el dafio producido por el infarto
cerebral'®®'%° Por otro lado, la administracion continua i.c.v. de VEGF-A 164 entre las
24 a 96 h posteriores al infarto tiene un efecto neuroprotector en la lesion isquémica>®.
Ensayos in vitro*! e in vivo®*, sugieren que el efecto neuroprotector de VEGF-A 164 €s
preferencialmente dependiente de la activacion del VEGFR-2 expresado en
neuronas®®. Sin embargo, el efecto bioldgico de la activacion de VEGFR-1 ha sido
poco estudiado. Nuestro trabajo sugiere que la actividad de VEGFR-1 en las primeras
24 h tiene un efecto neuroprotector mayor e independiente de la activacion o
inactivacion de VEGFR-2. En congruencia con nuestros resultados, el trabajo de Sun
et al. (2004) muestra que la activacion de VEGFR-1 por administracion local de su
ligando candnico VEGF-B tiene un efecto neuroprotector en modelos similares de
infarto!!?. El trabajo de Guaiquil et al. (2014) muestra que el efecto neuroprotector de
VEGF-B es mayor que el de VEGF-A en un modelo in vitro de lesiéon de neuronas
del ganglio trigémino'''; ademas, el trabajo de Li et al. (2008) muestra que la delecion

de VEGF-B en ratones transgénicos incrementa el volumen de infarto en el 40%"'!2.
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Nuestros resultados muestran que el efecto neuroprotector de la activaciéon de VEGFR-1
por VEGF-Ae4 esta asociado a una menor muerte neuronal en el parénquima lesionado
que puede ser debida a la regulacion negativa de la expresion de proteinas pro-apoptoticas
de la familia de BH3, asociada a la activacion de VEGFR-1'!2. Ademas, la expresion de
ambos receptores, VEGFR-1 y 2, se incrementa desde las primeras horas del infarto en
las neuronas del parénquima lesionado, llegando al pico de expresion a las 24 h después
del evento isquémico!'*!'*. EI VEGFR-1 también es expresado por el endotelio y la

microglia''®

. Nuestros resultados muestran que el efecto neuroprotector de VEGFR-1 no
esta relacionado a la regulacion del edema por alteracion del endotelio vascular.
Interesantemente, el trabajo de Van Bruggen et al. (1999) muestra que la disminucién de
la activacion de VEGFR-2 disminuye la formacion del edema!®. Nosotros no
encontramos diferencias significativas del volumen de edema con la administracion del
inhibidor farmacologico de VEGFR-2 (SU1498). Esto parcialmente se explica por la
ubicacion polarizada de los receptores de VEGF en los lados luminal y abluminal del
endotelio vascular que inducen diferentes respuestas bioldgicas®>. Van Bruggen et al.
(1999) inhiben la activacion de los receptores expresados en el lado luminal, y en nuestro
trabajo inhibimos los del lado abluminal, lo que sugiere que la activaciéon de los
receptores para VEGF en el lado luminal estdin mas relacionados a la formacion del
edema en el infarto cerebral.

La respuesta inflamatoria es un elemento clave en la fisiopatologia del infarto
cerebral, participando tanto en los mecanismos de dafio neuronal como de reparacion y
revascularizacion del tejido lesionado®. La respuesta inflamatoria se inicia y es modulada

tempranamente por la microglia*>”°. La microglia responde dindmicamente a la lesion
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isquémica, polarizdindose en las primeras 72 h a un fenotipo M2 neuroprotector
seguido de una transicion al fenotipo neurotéxico M 116, Consecuentemente, nuestros
resultados muestran que la microglia en el borde peri-infarto expresa Argl, marcador
de fenotipo M2, 24 h después del evento isquémico y que la inhibicion de los
receptores de VEGF no altera dicha polarizacion. La microglia en la fase aguda
disminuye la expresion de moléculas proinflamatorias en astrocitos reactivos como
IL-1a, IL-1B, TNF-a e IL-6, cuya sobreproduccion se relaciona a mayor estrés

oxidante y muerte neuronal®!

. Nosotros no encontramos diferencias significativas en
la expresion de dichos marcadores inflamatorios a nivel de proteina ni mensajero, a
nivel local o sistémico. Pese a que la microglia activada expresa VEGF y el VEGFR-
17 nuestros resultados muestran que el efecto neuroprotector d¢ VEGFR-1 no esta
directamente relacionado a la modulacion de la respuesta inmune en las primeras 24
horas después del infarto. En linea con estos resultados, el trabajo de Beck et al.
(2010) demostraron que la inhibicion de VEGFR-1 en fagocitos por delecion del
dominio TK no disminuye el volumen de infarto, pese a que se observd una

disminucién significativa de la infiltracion de microglia/macrofago/monocito a la

zona de lesion' .

8. CONCLUSIONES

El efecto neuroprotector visto por la inhibicion selectiva de VEGFR-2 para ser
dependiente a la activacion de VEGFR-1 por el ligando endogeno en el infarto

cerebral.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alta variabilidad en el volumen del infarto, caracteristico del modelo t-

MCADo, es explicada de manera insuficiente por la variacion intrinseca atribuida a

los modelos bioldgicos. La caida de la perfusion mayor al 60% del nivel basal

como el principal criterio de inclusién es un marcador exiguo para discriminar

infartos adecuadamente instalados de los no logrados. Por otro lado, nosotros

hemos observado que en la fase inicial de la reperfusion se definen dos curvas

estereotipadas de la perfusion del tejido (lecturas de perfusion del te), que son

consecuencia del establecimiento de la lesion isquémica en el parénquima cerebral

adyacente, y que podrian servir para discriminar la intensidad del infarto.

2. HIPOTESIS

Las curvas estereotipadas de perfusion en la fase inicial de la reperfusion

determinan el grado de compromiso isquémico del parénquima cerebral.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si las curvas estereotipadas de la reperfusion se relacionan con el

compromiso parénquima cerebral en el modelo de infarto por t-MCAo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Implementar y estandarizar un modelo de microscopia intravital por ventana
intracraneal para determinacion de la irrigacion sanguinea en la corteza cerebral
in vivo.

Caracterizar las curvas estereotipadas de la perfusion del parénquima cerebral

lesionado por el infarto en el inicio de la reperfusion.
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e Determinar si la caida de la perfusion se relaciona con un fendmeno de

vasoconstriccion por microscopia intravital.

5. METODOS

A. Microscopia intravital del arbol vascular cerebral

Para evaluar la hemodinamica de los vasos cerebrales se implement6 una técnica
de microscopia intravital que permite observar en tiempo real la vasculatura
cerebral durante el infarto y la reperfusion cuando se retira el filamento que se usa
para ocluir la arteria cerebral media en el modelo de infarto isquémico.
Veinticuatro h antes del infarto se implant6 una ventana intracraneal, en ratones
anestesiados con isofluorano (1.5% con oxigeno 0.5L/min) se les realizd una
craneotomia de 3 mm de didmetro en la region medio lateral del hueso parietal
ipsilateral al infarto, con el cuidado de mantener intacta la duramadre subyacente
al hueso. Para evitar el trauma mecanico que pudiera producir la ventana rigida
contra la superficie blanda de la corteza cerebral, se colocaron entre ambas
superficies 20 pL de CSF artificial (NaCl 127 mM, KCI 1 mM, KH>PO4 1.2 mM,
NaHCO3 26 mM, D-glucosa 10mM, CaCl; 2.4 mM, MgCl; 1.3 mM) en agarosa
2%, y luego encima la ventana (cubreobjetos circular de 5 mm de diametro) que
se fijo al craneo con un pegamento de cianoacrilato (Resistol 911 - Henkel). Luego
se dejaron a los animales en una cama caliente con acceso a agua y comida ad
libitum. Veinticuatro h después y bajo anestesia (isofluorano 1.5% con oxigeno
0.5L/min) se les colocd un adaptador de acrilico diseiado especificamente para
girar el craneo 50° (en el plano coronal) y colocar la region de parénquima

infartado en el area de trabajo del microscopio de dos fotones. Para marcar
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fluorescentemente el arbol arterial se inyectd FITC-dextran 70KDa (50mg/mL,

)8 por la vena yugular ipsilateral. Luego se realizé el

0.3mg/g de peso corporal
protocolo de MCAo por la técnica, descrita a continuacion. Para obtener las
imagenes de microscopia, se retird la anestesia inhalada y se reemplazd por
anestesia intramuscular (ketamina 65mg/kg, xilacina 13mg/kg, acepromazina
1.5mg/kg)'"’. En el microscopio Carl Zeiss LSM710 con el objetivo W Plan-
Apochromat 20x/1.0 DIC VIS-IR (medio de inmersiéon agua) se obtuvieron
imagenes de fluorescencia con el programa ZEN system (Carl Zeiss) en campos
de 230 x 230 pm (300 x 300 pixeles) a una profundidad de 180 pm de la
duramadre, con una excitacion de 780 nm emitida por el laser “ti sapphire laser”
-Coherent y se recolecté las sefales emitidas a 519 nm a una velocidad de 180

ms/cuadro. Para la reconstruccion de la vasculatura de los empalmes de 150 pm

de grosor tomados, se aplico un filtro de maxima proyeccion.
B. Oclusion transitoria de la arteria cerebral media

Para inducir la t-MCAo se utilizé el método de Longa®®, que se resume
a continuacion. Ratones balb/c (27-29 g.) se anestesiaron con isofluorano
(1.5% con oxigeno 0.5L/min). La ventana intracraneal puesta 24 horas en el
sitio de registro de la perfusion impidio registré Doopler de la perfusion. Se
hizo una incision paramedial en el tercio medio de la cara ventral del cuello y
en el campo limitado por el musculo esternohioideo, esternocefalico y el
digastrico se diseco en planos hasta exponer la arteria cardtida comun y sus
ramas, se ligd la porcion distal de la arteria carotida externa, la arteria tiroidea
superior y la arteria occipital, luego de colocar pinzas hemostaticas en la

porcion proximal de la cardtida comun y la distal de la carétida interna, se
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introdujo un monofilamento de nylon con cubierta de silicon (DOCCOL-602291) por
una incision en la cardtida externa y se dirigio hacia la carétida interna hasta alcanzar
el nacimiento de la arteria cerebral media en el poligono de Willis (Figura 1). A los 60
min de oclusion se retird el filamento, y se registr6 la dindmica vascular por la técnica

de microscopia intra vital antes descrita.

LA VASOCONSTRICCION COMO CRITERIO DE INCLUSION EN EL MODELO DE INFARTO CEREBRAL
POR OCLUSION TRANSITORIA DE LA ARTERIA CEREBRAL MEDIA.
67



Activacion diferencial de los receptores para el VEGF como mecanismo de neuro-proteccion en el
infarto cerebral isquémico

intracranial <«—objective

window " —

N /

Ny~ "ead post

cement

fix

window
glue

parietal
bone

meninges

injured
parenchyma

Figura 6: Representacion grdfica de la microscopia intra vital del arbol vascular.

Se muestra un corte coronal de la cabeza del animal montado en el bastidor diseriado para ser
acoplado al microscopio multifotonico. En rojo se representa la zona de parénquima cerebral lesionado
por el infarto, en azul oscuro el liquido cefalorraquideo, en amarrillo el hueso parietal. Notese que las
meninges (de color gris) quedan intactas en esta técnica. La cabeza del animal se gira 50° en el eje
longitudinal para poder colocar la zona lesion en el rango de trabajo del objetivo del microscopio,
para ello se disefio una protesis que permite girar el craneo y fijarlo al poste movil del bastidor.
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C. Cuantificacion del diametro de vasos
Para la cuantificacion del diametro de los vasos en las adquisiciones time lap de
fluorescencia, primero se alinearon las imagenes con el plug-in “Template matching”

(https://sites.google.com/site/qingzongtseng/template-matching-ij-plugin) y luego se

corrid una rutina de macro personalizada (Anexo VII) implementada en el programa
Fiji-Image] V2°¢ que permite marcar entre 15 a 25 areas de interés (ROIs de 1 x 20
pixeles) en un trayecto lineal de 10 pm por vaso, el diametro de los vasos es calculado
por el programa a partir de la imagen binaria de cada ROI en cada cuadro de forma
automatica (Anexo VII). Luego, los datos fueron importados a R con ayuda de un
algoritmo especificamente desarrollado (Anexo VIII), y fueron alineadas
manualmente con funciones desarrolladas en R (Anexo IX), la media de los diametros
de cada vaso tomados a partir de sus ROIs respectivos fue comparada en dos tiempos,
durante la oclusion y en la fase temprana de la reperfusion (Anexo X). La
comparacion de los diametros se hizo a partir de la media de las distancias de los datos
correlacionados de los didmetros durante la oclusion y en la fase temprana de la
reperfusion a la linea de tendencia (cuya pendiente esta determinada por el ensayo
control), esto se hizo de forma automatica con la implementaciéon de una rutina en R
(Anexo X). Entonces la distancia queda definida con la siguiente funcion:
d; = cosa(y; —x;tana)

Donde d; es la distancia, a es el angulo de la pendiente, y; es el diametro durante

la fase temprana de reperfusion y x; es el diametro del vaso durante el MCAo (Anexo

XI).
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D. Analisis estadistico

Todos los analisis fueron realizados en R version 3.5.1 (Feather Spray). Se aplico
la prueba de Shapiro-Wilk para probar la normalidad de los datos, luego se aplicaron
las pruebas de t de Student o U de Mann-Whiteney segun correspondiera. Para los
analisis de 3 o0 mas grupos luego de probar la homocedasticidad y homogeneidad
entre los grupos, se utiliz6 la prueba de ANOVA con la prueba pos hoc de Tukey.
Se aplico la prueba exacta de Fisher para comparar la supervivencia entre los

grupos.

6. RESULTADOS

A. Dos curvas estereotipadas de perfusion del tejido mediatas al retiro

del filamento en el modelo de t-MCAo.

En el modelo de t-MCAo por oclusion intraluminal, las caidas de la perfusion
son ampliamente variables, usualmente se toma como criterio de inclusion
animales cuyas caidas sean mayores al 60% del nivel basal. Sin embargo, este no
es un marcador fidedigno para discriminar los experimentos en los cuales se haya
establecido adecuadamente la lesion isquémica (volumen de infarto que abarque
casi la totalidad del territorio irrigado por la MCA), de los infartados
inadecuadamente realizados. En el presente trabajo se observd que en la fase
inicial de la perfusion del parénquima infartado inmediatamente posterior al retiro
del filamento, las lecturas medidas con el laser Doopler muestran dos curvas
estereotipadas (Fig 3A y 3B). Un grupo cuya curva de perfusion asciende
rapidamente, que representa una recuperacion inmediata de la perfusion de ahora

en adelante sera denominado grupo “rise” y el otro grupo cuya curva de perfusion

Alfredo Cardenas Rivera



Activacion diferencial de los receptores para el VEGF como mecanismo de neuro-proteccion en el
infarto cerebral isquémico

desciende progresiva pero momentaneamente, caida transitoria de la perfusion de
ahora en adelante sera denominado grupo “drop”. Dicha caida es
significativamente distinta a la del grupo “rise” (p<0.001, Fig. 3D) y alcanza
momentaneamente en el primer minuto niveles de perfusion menores a los registrados
durante la oclusion de la arteria cerebral media en los 90 min de oclusion. A partir de
los cinco min, la velocidad de recuperacion de la perfusion se iguala en ambos grupos
(Fig. 3F). Puesto que ningln tratamiento neuroprotector fue administrado, las
variaciones en el volumen de infarto, perfusion del tejido y dinamica vascular, son
consecuencia directa de los mecanismos moleculares fisiopatologicos del evento
isquémico cerebral.

Los resultados muestran la distincion cuantitativa de las sefiales de perfusion de
los tejidos infartados permite el agrupamiento de las ratas en dos grupos, “rise” y

“drop,’.
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Figura 7 Curvas estereotipadas de perfusion en la fase inicial de la reperfusion.

(A) Representacion esquematica de la MCA y su nacimiento en el poligono de Willis, en 5 momentos durante el
procedimiento de t-MCAo. (B) Lecturas representativas sobrepuestas de la perfusion del tejido infarto medido con
el laser Doppler expresados como porcentaje de la perfusion basal, entre los 7 a 80 min, los animales fueron
desconectados de la anestesia y puestos en una cama caliente (break time). Punta de flecha amarilla muestra el punto
de inflexion divergente entre las curvas de perfusion del tejido isquémico al momento de retirar la oclusion del
nacimiento de la MCA, que separan los grupos en “drop” (cuando la curva cae) de color azul y en “rise” (cuando
la curva sube) de color verde. (C) Curvas de perfusion sobrepuestas (n=5 por grupo), linea solida es el promedio de
la lectura para cada punto de tiempo, el area sombreada representa +/- 2D.E. para cada punto. (D) lectura de
perfusion del parénquima infartado a los 30 s del retiro del filamento, representado como veces de cambio con
respecto a la lectura de perfusion durante la oclusion. (E) lectura ecaladas de perfusion del parénquima infartado
al minuto y a los cinco min posteriores al retiro del filamento, representado como veces de cambio con respecto a la
lectura de perfusion durante la oclusion. (G) Porcentaje de sobrevivencia entre los grupos.
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B. S6lo el grupo drop presenta el volumen de infarto esperado para el

tiempo de oclusion.

El volumen de infarto en el grupo “drop” compromete la totalidad del parénquima
irrigado por la MCA, estriado y corteza del hemisferio ipsilateral. Dicho volumen
infartado es homogéneo intragrupo (media = 283.9 mm?) y significativamente mayor
en comparacion con el grupo “rise” (media = 138.0 mm?; p < 0.001; Figura 8* y 7B).
Sin embargo, no encontramos una correlacion entre el volumen de infarto y la caida
de la perfusion durante la oclusion de la MCA (Figura 8C), lo que muestra que la
caida de la perfusion registrada por el laser Doppler no permite predecir la intensidad
del compromiso del flujo vascular. Las diferencias observadas entre los grupos son
independientes a la caida inicial de la perfusion de la MCA (Figura 8E) o diferencias
en el tiempo de oclusion (Figura 8D). Estos resultados muestran que so6lo el grupo
“drop” con caida de la perfusion en los primeros minutos presentan un compromiso

del parénquima irrigado por la MCA.
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Figura 8: Cuantificacion del volumen de infarto entre los grupos rise

y drop

A: Series completas de cortes coronales (2 mm) representativos de
cerebros de ratas infartadas teriidos con TTC, serie de la izquierda corresponde a
un cerebro infartado del grupo “rise”, serie de la derecha corresponde a un
cerebro infartado del grupo “drop”. B: cuantificacion del volumen de infarto
expresado en mm3 de los cortes coronales tefiidos con TTC. C: grdfica de
dispersion del volumen de infarto expresado en vs el porcentaje de caida de la
perfusion cuando se ocluye el nacimiento de la MCA, expresado como porcentaje
de la perfusion basal. D: tiempo de infarto en ambos grupos. E: caida de la
perfusion cuando se ocluye el nacimiento de la MCA. Grupo rise color verde, grupo
drop color azul. Los datos se muestran con medias +/- 2 desviaciones estandar.
Cada punto corresponde a una medicion individual. #: p < 0.05, *: p<0.01 y **:
p<0.001.
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C. La supervivencia del grupo drop es significativamente menor

La caida de la perfusion en el grupo “drop” presenta un porcentaje de
supervivencia del 41.2% que es estrechamente cercano al reportado en seres humanos
(44%)>1?° y que es significativamente mayor (p = 0.02) al observado en el grupo
“rise”, cuyo porcentaje de supervivencia es del 90% (Fig. 3QG).

D. El infarto cerebral se asocia a una vasoconstriccion inmediata a la
reperfusion.

Para evaluar si la disminucion de la perfusion vista en el grupo “drop”, descrita
anteriormente, se relaciona con un fenémeno vascular activo, se hicieron ensayos de
microscopia multifotonica en ratones infartados a través de una craneotamia del hueso
parietal cubierta con una ventana intracraneal localizada sobre el parénquima
comprometido por el infarto territorio de la MCA. El arbol vascular se marco
fluorescentemente con una inyeccion sistémica de FITC-Dextran 70 kDa, bajo el
microscopio multifotonico se registrod en tiempo real la dindmica vascular durante la
oclusion, el retiro del filamento y la fase inicial de reperfusion. Los vasos marcados
con FITC-Dextran 70 kDa muestran que el flujo sanguineo esta detenido durante la
oclusion y se restablece inmediatamente con el retiro del filamento; el calibre de los
vasos, antes y después de la reperfusion, no varia (Fig. SA y 5C) en ratones sin lesion
evidente en el parénquima cerebral evaluado por TTC. Por otro lado, cuando
observamos la lesion en el parénquima ésta se asocia a un cambio en el calibre de los
vasos (Fig. 5A y 5D), donde el 50% de los vasos se contrae (Fig. SE y 5F).
Consecuentemente con estos cambios, la perfusion del tejido cuantificada por la
fluorescencia media de FITC en el campo aumenta en el grupo en el que no se observo

vasoconstriccion y disminuye en el que presentd vasoconstriccion (Fig. 5SB).
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7. DISCUSION

La alta variabilidad reportada en el volumen del infarto, caracteristico del modelo
t-MCAo, es explicada de forma limitada por la variacion intrinseca atribuida a los
modelos bioldgicos. Por consenso se toma una caida de la perfusion mayor al 60%
del nivel basal como el principal criterio de inclusion; sin embrago, este argumento
no es suficiente para discriminar los infartos logrados correctamente ya que en nuestro
grupo de trabajo hemos observado caidas entre 75-95% sin lesion evidente del
parénquima cerebral infartado, cuantificado a las 24 h (Figura 10), que pueden ser
resultado de particularidades anatomicas como variaciones sutiles en el diametro y
configuracion de los vasos que conforman el poligono de Willis'2!. Sin embargo, no
existe una correlacion estadisticamente significativa entre el volumen de infarto y la
caida de la perfusion (Figura 8C). Lo anterior demuestra que la caida de la perfusion
por si sola es un marcador insuficiente para discriminar infartos adecuadamente
instalados'??, que deberian tener un volumen entre 250-380 mm? para los 90 min de
oclusioén'?, de los infartos que no se lograron de manera correcta. Por otro lado, las

lecturas de perfusion en la fase de reperfusion muestran dos curvas estereotipadas

Figura 9: Vasoconstriccion en el parénquima afectado por el infarto

A: Imdgenes representativas obtenidas con el microscopio de dos fotones de 40 s antes y
después del retiro del filamento que produce la oclusion de la MCA. Los vasos teiiidos con FITC y la
intensidad de fluorescencia expresada en pseudocolor, escala a la derecha. En la mayoria de vasos de
la serie superior la marca fluorescente incrementa al retirar la oclusion de la MCA (flechas de color
amarillo), por el contrario en la serie de abajo se observa que algunos vasos disminuyen la senial
(flechas rojas) y otros no muestran cambios significativos (puntas de flecha celeste). B: perfusion del
tejido infartado en los primeros 60 s de reperfusion, expresado como la fluorescencia media de FITC
en todo el campo. Cy D: Cuantificacion del didmetro de los vasos antes y después de retirar la oclusion
de la MCA y permitir la reperfusion. E: mdxima proyeccion de 180 um de grosor de la vasculatura
cerebral teriida fluorescentemente con FITC, las flechas rojas muestran los vasos que pierden la sefial
de FITC al inicio de la perfusion del tejido luego de retirar la oclusion de la MCA. F: dinamica del
diametro de vasos individuales durante la maniobra de retiro del filamento y reperfusion del tejido
infartado. Grupo rise color verde, grupo drop color azul. Cada punto corresponde a una medicion
individual.
no contr.: gupo que no presento la vasoconstriccion; contr: grupo que presento la vasoconstriccion,
fluoresc.: fluorescencia media; a.u.: unidades arbitrarias.
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(Figura 7C) que son significativamente distintas (Figura 7D). El grupo de ratas
catalogadas como “drop” muestra una caida transitoria de la perfusion mediata al
retiro del filamento, que se relaciona a volumenes de infarto homogéneos que
comprometen la totalidad del parénquima irrigado por la MCA y que son
significativamente mayores a los cuantificados en el grupo “rise”. La caida del
flujo sanguineo durante la reperfusion ha sido descrita anteriormente como el
fenomeno del no-reflujo'?*. La aplicacion de heparina no mejora o evita el
fendomeno de no-reflujo por lo que se propuso que este fenomeno se relaciona a

un proceso activo de vasoconstriccion!?*

. Nuestros resultados muestran que la
disminucién de la perfusion al inicio de la reperfusion estd relacionada a la
vasoconstriccion de los capilares de primer orden en el parénquima lesionado por
la isquemia.

El trabajo de Shin et al. (2006) muestra que la corrientes SD en la corteza del
parénquima lesionado suceden de forma intermitente durante el infarto, en
intervalos de 10-20 min y se asocian a una disminucion transitoria del flujo
sanguineo por vasoconstriccion, lo que conduce a la expansion progresiva del
nicleo del infarto®?. Sin embargo, en dicho trabajo no evaltan si este fendmeno
continua ocurriendo durante la fase de reperfusion. La caida de la perfusion que
observamos en el grupo “drop” se asemeja a las reportadas en la AD por Shin et
al. (2006) (Figura 7B y C), ademas, se observan caidas parciales intermitentes
durante los primeros 30 min de reperfusion de forma y frecuencia similares a las
reportadas para las SD. Estos resultados sugieren que este fenomeno de caidas

parciales transitorias de la perfusion durante la fase inicial de la reperfusion se

relaciona a corrientes despolarizantes, pero seria necesario un registro
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electrofisioldgico de la corteza parietal para corroborar dicha relacion. Por otro lado,
el trabajo de Yemisci et al. (2009) muestra que el estrés producido por los RONS
liberados por el endotelio vascular del parénquima isquémico promueven la
contraccion de los pericitos que lleva a la oclusion de los capilares de primer orden,
exacerbando la lesion isquémica®. En congruencia con estos resultados, el patrén de
vasoconstriccion que observamos a lo largo de los capilares de primer orden (Figura
9E) es similar al reportado por Yemisci et al. (2009), lo que sugiere que los pericitos
serian los responsables de la vasoconstriccion en la fase aguda de reperfusion del
evento isquémico. Asimismo, el trabajo de Khennouf et al. (2018) muestra que la SD
produce una contraccion fuerte y prolongada de los pericitos ubicados en los capilares
de primer orden por un incremento sostenido del calcio citoplasmatico®> que puede
estar relacionado a la liberacion progresiva y constante de calcio de los astrocitos en

la zona lesionada por la hipoxia'®.
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Figura 10: La caida mayor de la perfusion es insuficiente para predecir el
establecimiento de la lesion isquémica.
Se muestran cortes coronales gruesos de cerebros completos de ratas infartadas tefiidos con
TTC de dos experimentos independientes. No se observa lesion en ninguno de los cortes, pese a que las
caidas de perfusion medidas con el equipo de laser Doppler son de 77% (para A) y del 90% (para el
B).
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8. CONCLUSIONES

La caida de la perfusion inmediata al retiro de la oclusion de la arteria cerebral
media esta relacionada a la vasoconstriccion de la microvasculatura cerebral.
La caida de la perfusion mayor al 60% es un criterio de inclusiéon poco

confiable para determinar si se establecié adecuadamente el infarto.
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ANEXOS

Anexo I Algoritmo para el cdlculo semi automaatizado del volumen de infarto a partir de

imdgenes digitalizadas de secciones gruesas coronales de cerebros infartados
run (“Set Scale...”);

//pidiendo medida de escala
imageName=getTitle;

// El nombre de la aplicacion se asigna a la variable
baseName=substring (imageName, 0, 6) ;

// baseName primeras SEIS LETRAS

run (“Set Measurements...”, “area redirect=None decimal=4");
Dir0="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC edit\\"; // Creacion de todos los nombres de directorio
Dirl="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC edit\\TTC Complet\\”; // Foto editada de todas las secciones
juntas DESPUES del TTC
Dir2="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC edit\\EvImage\\”; // Foto editada de todas las secciones
juntas ANTES del TTC
Dir3="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\

TTC edit\\TTC_ Image\\”; //Fotos de TTC editadas por seccion y con
escala
Dir4="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC_edit\\TTC Sec\\”; //Cartoon por seccidén de area total,

contralateral e infarto
Dir5="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC_edit\\TTC Montage-Cartoon\\”; // Cartoon de todas las secciones
en una sola imagen
Dir6="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC edit\\TTC Measure\\”; // Archivo xml de las medidas de las
secciones
Dir7="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC edit\\TTC Montage Sec\\”; // Montage de las fotos con los cartoons
montados
Dir8="C:\\Users\\acard\\CloudStation\\Neuroinflammation\\Experimentos\\
TTC edit\\TTC ROI\\”"; // ROIs de cada seccidn
File.makeDirectory (DirOQ) ;

// Creacion de todos las carpetas
File.makeDirectory (Dirl
File.makeDirectory (Dir2
File.makeDirectory (Dir3

Iz
Iz

)
( )
( ) ;
File.makeDirectory(Dir4);
File.makeDirectory (Dir5)
( )
( )
(

’

Iz

File.makeDirectory (Dir6

File.makeDirectory (Dir7

File.makeDirectory(Dir8);

TTC name= baseName + “-TTC.tif”;
//Creacion de nombre base TTC name

TTC_name2= baseName + “-TTC”;

run (“Duplicate...”, TTC name);
//Duplicado de la imagen original para editar la imagen compiada

Iz
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run (“Enhance Contrast”, “saturated=0.35");
run (“Unsharp Mask...”, “radius=1l mask=0.70");
run (“Despeckle”) ;

run (“Gamma...”, “value=1.20");

run (YRGB Color”);
saveAs (“Tiff”, Dirl+TTC name);
//Guardando la imagen completa editada en el directorio externo
close () ;
// Cierre de la imagen editada
selectWindow (imageName) ;

close(); // Cierre de la imagen original
Sec=llll;
Cntr=0;

Dialog.create (“Que desea hacer?”);
// Creacion de la ventana de dialogo
Dialog.addChoice (" Deseo: Y, newArray (“Seleccionar nueva
area”,”Salir de edicion”));
Dialog.show () ;
Action_ Selection=Dialog.getChoice();
do {

open (Dirl+TTC name) ;

// Apertura de la imagen editada guardada

selectWindow (TTC name) ;

setTool (0) ;

waltForUser (“Accion del Usuario”,”PRIMERO: \n \n ENCUADRE la
seccion \n con la que se va a trabajar \n y luego presione OK para
continuar”);

Dialog.create (“A que seccion corresponde?”);

Dialog.addChoice (" Section Y, newArray (“A”, “B”, “C”,
“D”, "E", "E", "G ) ;
Dialog.show () ;
Section=Dialog.getChoice();

roiManager (“Add”) ;

// PRIMER ROI, es el recorte rectangular de la seccion en la imagen
original

pl=Cntr;

// Contador Ctr=1

NameSec=TTC name2+” Sec-“+Sectiont”-Area”; //
p ej: RO14 SecA-Area
roiManager (“Select”, Cntr);
roiManager (“Rename” ,NameSec) ; // Se
cambia el nombre de la primer ROI
Sec=Section;
run (“Duplicate...”, TTC name+” Sec”+Section+”.tif”); //
Se crea un duplicado del ROI de la imagen, y se le asigna el nombbre de
la seccion
run (“Maximize”) ;
run (“Rotate... “);
setTool (2) ;
run (“Maximize”) ;
wailtForUser (“Accion del Usuario”,”Seleccione el area TOTAL del corte \n
y luego presione OK para continuar”);
run (“Maximize”) ;
run (“Fit Spline”);
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run (“Crop”) ;
run (“Clear Outside”);
saveAs (“"Tiff”, Dir3+TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”);
// Se limpia la parte externa, se guarda la imagen en el directorio

selectWindow (TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”);

run (“Duplicate...”, “title=borradorl.tif”);

roiManager (“Add”) ;

Cntr=Cntr+1;

p2= Cntr;

// Se duplica bajo el normbre de “borradorl.tiff” la imagen
editada, hay dos imagenes abiertas

selectWindow (TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”);

// Se seleciona la primera imagen
//run (“Scale Bar...”, “width=2 height=5 font=20 color=White
background=None location=[Lower Left] serif”);
roiManager (“Show All”);
roiManager (“Show None”) ;
run (“Save”) ;

close();

// Se agrega la escala, se guarda y se cierra la primera imagen,
solo gqueda abierto “borradorl.tiff”

selectWindow (“borradorl.tif”);

NameSec=TTC name2+” Sec-“+Section+”-AreaTotal”;

roiManager (“Select”, Cntr);

roiManager (“Rename”, NameSec) ;

run(“In [+17);

setTool (2);

waitForUser (“Accion del Usuario”,”SELECCIONE el lado contralareal
\n y luego presione OK para continuar”);

roiManager (“Add”) ;

Cntr=Cntr+1;

p3=Cntr;

roiManager (“Select”, newArray (p2,p3)):;

roiManager (“AND”) ;

roiManager (“Add”) ;

Cntr=Cntr+1;

p4=Cntr;

NameSec2=TTC name2+” Sec-“+Section+”-AreaContralateral”;

roiManager (“Select”, Cntr);

roiManager (“Rename”, NameSec?2) ;

selectWindow (“borradorl.tif”) ;

roiManager (“Show All”);

roiManager (“Show None”) ;

run (“Duplicate...”, “title=borrador2.tif”);

run (“Duplicate...”, “title=borrador3.tif”);

selectWindow (“borradorl.tif”) ;

run (“8-bit”) ;

run ("Multiply...”, “value=50.000");

run (“*Make Binary”);

run (“Invert”);

run (“Analyze Particles...”, “size=0.20-Infinity circularity=0.05-
1.00 show=Outlines display add title=Ventanal.tif”);

saveAs (“Tiff”, Dir4+TTC name2+” Sec-“+Section+”-AreaTotal.tif”);
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selectWindow (“borradorl.tif”) ;
close () ;

selectWindow (“borrador2.tif”) ;
roiManager (“Select”, 3);
setBackgroundColor (0, 0, 0Q);
run (“Clear”, “slice”);
roiManager (“Show All”);
roiManager (“Show None”) ;

run (“8-bit”) ;

run (“Enhance Contrast...”, “saturated=0.8 normalize”);

run (“Gamma...”, “wvalue=2.40");

run (“Make Binary”);

run (“Analyze Particles...”, “size=0.2-Infinity circularity=0.05-

1.00 show=Outlines display add title=Ventana2.tif”);
saveAs (“Tiff”, Dir4+TTC name2+” Sec-“+Section+”-Arealnfarto.tif”);
selectWindow (“borrador2.tif”);
close () ;
selectWindow (“borrador3.tif”) ;
run (“8-bit”) ;
run (“Divide...”, “wvalue=5");
roiManager (“Select”, p4):;
run (“Add...”, “wvalue=200");
setOption (“BlackBackground”, false);
run (“Make Binary”);
run (“Analyze Particles...”, “size=0.50-Infinity circularity=0.20-
1.00 show=Outlines display add title=Ventana3.tif”);
saveAs (“Tiff”, Dir4+TTC name2+” Sec-“+Section+”-AreaContra.tif”);
selectWindow (“borrador3.tif”) ;
close ()
//TTC name2+” Sec”+Section+”.tif”
selectWindow (TTC name) ;
close () ;
run (“Duplicate...”, “title=borradord.tif”);
//generando Cartoon, primero duplicamos la ultima
imagen, porque sobre ella se trabajara y se destruira
roiManager (“Select”, 4);
setColor (150);
£f1i11 (),
roiManager (“Select”, 3);
setColor (180) ;

£i11 ()

if ((roiManager (“Count”) >5)==true) {

M2 = Dir3+TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”;
open (M2) ;

wailtForUser (“Accion del Usuario”,”SELECCIONE los ROIs \n
correspondientes al infarto \n y cree un nuevo, ROI \n luego presione
OK para continuar”);

close () ;

selectWindow (“borradord.tif”) ;

nl=roiManager (“Count”)-1;

roiManager (“Select”, nl);

setColor(l);

£f1i11 (),
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}
run (“Flatten”);
roiManager (“Select”, 4);
setBackgroundColor (0, 0, 0);
run (“Clear Outside”);
//run (“Scale Bar...”, “width=2 height=5 font=20 color=White
background=None location=[Lower Left] serif”);
saveAs (“Tiff”, Dir4+TTC name2+” Sec-“+Section+”-Cartoon.tif”);
selectWindow (“borradord.tif”) ;
close();

selectWindow (TTC name2+” Sec-“+Sectiont+”-AreaTotal.tif”);
//Montage
close () ;
if ((roiManager (“Count”)>5)==true) {
selectWindow (TTC_name2+” Sec-“+Section+”-Arealnfarto.tif”);
close ()

}
selectWindow (TTC_name2+” Sec-“+Section+”-AreaContra.tif”);
close () ;
MontageName=TTC name2+” Sec-“+Section+”-Monage.tif”;

Ml="method=[Copy (center)] name="+MontageName +” title=[] use”;
M2 = Dir3+TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”;
open (M2) ;

// Esta imagen se abre para montar sobre ella las otras, se destruira
finalmente

run (“Images to Stack”, Ml);

//run (“Make Montage...”, “columns=2 rows=1l scale=1");

saveAs (“Tiff”, Dir7+TTC name2+” Sec-“+Section+”-Montage.tif”);
close () ;

close () ;

//cerrandao ventana de results que me sale
selectWindow (“Results”) ;
run (“Close”) ;

open (Dir3+TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”);
//
Haciendo las mediciones, primero abrimos una imagen para hacer los
calculos
selectWindow (“"ROI Manager”) ;

// Seleccionamos la ventana del ROI
roiManager (“Select”,0);

// Eliminamos la primera medida, que corresponde a la grafica
incial

roiManager (“Delete”) ;

roiManager (“Select”,1);

//Eliminamos la segunda que es repeticion de la primera

roiManager (“Delete”) ;
nameMeasure=TTC name2+” Sec-“+Section+”-measure”;
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roiManager (“deselect”) ;

roiManager (“measure”) ;

selectWindow (“Results”) ;

saveAs (“text”, Dir6+nameMeasure+”.x1s”);

//

Guardamos los resultados en una carpeta XLS en el dir6 (Measure)
selectWindow (“"Results”) ;

run (“Close”) ;

// Cerramos la ventana de resultados
roiManager (“deselect”) ;

// Deseleccionamos todo en el ROI
roiManager (“save”, Dir8+TTC name+” Sec-“+Section+”-ROI.zip”);
// Guardamos
el ROI
selectWindow (“ROI Manager”);
run (“Close”) ;

// Cerramos el ROI
selectWindow (TTC name2+” Sec-“+Section+”.tif”);

close () ;

Cntr=0;

Dialog.create (“Desea seleccionar otra area?”);

Dialog.addChoice (" Deseo Y, newArray(“Seleccionar nueva

area”,”Continuar edicion”));
Dialog.show () ;
Action_ Selection=Dialog.getChoice();

}while (Action_Selection=="Seleccionar nueva area”);
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Anexo II: Rutina de macro implementada en Fiji para el conteo automatizado de niucleos

de neuronas en secciones de cortes finos de 40 um de cerebros tefiidos con Violeta de

cresilo al 0.1%

//Creando variables

alive="NeuronAlive.tif”;

CntLive=1;

dead="NeruonDead.tif”;

CntDead=1;

type="";

CntSt=1;

CntCt=1;

Name3="";

ROIkey="";

CntROI=0;

CntCell=0;

sp="

//Configurando las variables de las mediciones

run (“Set Measurements...”, “area perimeter shape feret’s redirect=None

decimal=6") ;

//Creando lista

wailtForUser (V============= A V I S O ============="_"Hola !:\nAhora

aparecera una ventana emergente\nsolicientandote la ubicacion de\nla

CARPETA donde estan las fotos”);

dir=getDirectory (“Choose a Directory”):;

list=getFilelList (dir);

Ll=1list.length;

//Creando directorios

dirl=dir+”Brightfield-NeuronV7”+File.separator;

dir2=dirl+”ROI”+File.separator;

dir3=dirl+”Tablas”+File.separator;

dir4=dirl+”Image”+File.separator;

dir5=dirl+”Resume”+File.separator;

dir6e=dirl+”Particle”+File.separator;

dir7=dirl+”Montage”+File.separator;

File.makeDirectory(dirl);

File.makeDirectory(dir2)

File.makeDirectory(dir3);

File.makeDirectory(dird);
( )
( )

Iz

’

File.makeDirectory(dir5
File.makeDirectory(dir6
File.makeDirectory(dir7);
//Cerrando ventanas abiertas
if (isOpen (“ROI Manager”)) {
selectWindow (“ROI Manager”);
run (“Close”) ;
}

if (isOpen (“Results”)) {
selectWindow (“Results”)
run (“Close”) ;

}

Iz

’
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if (isOpen (“Log”)) {
selectWindow (“Log”) ;
run (“Close”) ;

}
//Poniendo titulos a la ventana log
Head="CodExp”+sp+”Type”+sp+”Serie”+sp+”N.Slide”+sp+”Side”+sp+”State”+sp
+”n";
print (Head) ;
//Opcidén para calibrar el aumento
Dialog.create (“Selecciona el objetivo del microscopio usado”);
Dialog.addChoice (“ Objetivo y aumento: Y, newArray (“20X,
X7, “20X, 1.6X"));
Dialog.show () ;
SScale=Dialog.getChoice () ;
//Calibrando escala
if (SScale=="20x, 1x”){
showMessage (V============= ATENCION =============","”Calibrando
escala:\n\tCalibrando a obejtivo 20X,\n\tSIN aumento adicionall\n\um
equivale a 2.2093 pixeles”);
} else if (SScale=="20x, 1.6x"){
showMessage (“============= ATENCION ”,”Calibrando
escala:\n\tCalibrando a obejtivo 20X, \n\tCON aumento adicionall\n\um
equivale a 3.4551 pixeles”);

}
for (i=0;i<list.length;i++) {
//BAbriendo imagen
open(dir+list([i]);

//Calibrando escala
if (SScale=="20x, 1x"){
run (“Set Scale...”, “distance=1104.5 known=500 pixel=1 unit=um
global”) ;
} else if (SScale=="20x, 1.6x"){
run (“Set Scale...”, “distance=691 known=200 pixel=1 unit=pm global”);
}
//Generando nombre
Namel=getTitle;
NameMain=substring (Namel, 0, lengthOf (Namel)-4) ;
Name2=substring (Namel, lengthOf (Namel) -5, lengthOf (Namel) -4) ;
NameSer=substring (Namel, lengthOf (Namel)-11, lengthOf (Namel)-9) ;
if (Name2=="8") {
type="5t”;
Name3=NameMain+” “+CntSt+”.tif”;
CntRe=CntSt;
CntSt=CntSt+1;
}
else if (Name2=="C") {
type="Ct”;
Name3=NameMain+” ”+CntCt+”.tif”;
CntRe=CntCt;
CntCt=CntCt+1;
}
else {
print (“mal codificado”);
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}
//Editando imagen - CAMPO CLARO
if (SScale=="20x, 1x”){
makeRectangle (309, 244, 773.15, 552.25);
}
else 1f (SScale=="20x, 1.6x"){
makeRectangle (91, 88, 1209.25, 863.75);
}

run (“Duplicate...”, “borrador.tif”);

selectWindow (1list[1]) ;

close () ;

run (“Duplicate...”, “borradorTl.tif”);

run (“Unsharp Mask...”, “radius=2 mask=0.75");

run (“Despeckle”) ;

run (“Remove Outliers...”, “radius=2 threshold=50 which=Bright”);

run (“Subtract Background...”, “rolling=50 light”);
//run (“Scale Bar...”, “width=50 height=12 font=40 color=Black
background=None location=[Lower Right] bold serif”);
//Guardando imagen
saveAs (“.tif”,dird4+NameMain+”-Brightfield”) ;
close();
//Editando imagenes para conteo de particulas
run (“Enhance Contrast...”, “saturated=0.3");
run (“Gaussian Blur...”, “sigma=2");
run (“Subtract Background...”, “rolling=50 light”);
run (“Make Binary”);
run (“Close-");
run (“Fill Holes”);
run (“Watershed”) ;
//Duplicando images para conteo de particulas
saveAs (“.tif”, dir6+NameMain+”-particle.tif”);
run (“Duplicate...”, “borrador2”);
saveAs (“.tif”, substring(Name3, 0, lengthOf (Name3)-4) + “-% + dead);
//Analizando celulas vivas
selectWindow (NameMain+”-particle.tif”);
if (Name2=="8") {
run (“Analyze Particles...”, “size=21.0-80.0 circularity=0.35-0.75
show=[Overlay Masks] exclude add”);
}
else 1f (Name2=="C") {
run (“Analyze Particles...”, “size=29-250.0 circularity=0.47-0.88
show=[Overlay Masks] exclude add”);
}
if (isOpen (“ROI Manager”)) {
selectWindow (“ROI Manager”);
n=roiManager (“count”) ;
subl=substring (Namel, lengthOf (Namel) -6, lengthOf (Namel) -4);
a=1;
for (i1=0; il<n; il++) {
sub3=substring (Namel, lengthOf (Namel) -8, lengthOf (Namel) -6) ;
roiManager (“select”, 1i1);
roiManager (“Rename”, subl+sub3+”-aliv_ "+a);
a=a+l;

}
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msgl=substring (Namel, 0, 4) +spttypet+sp+tNameSer+sp+substring (Namel,
lengthOf (Namel) -8, lengthOf (Namel) -6) +sptsubstring (Namel,
lengthOf (Namel) -6, lengthOf (Namel) -5) +sp+”1live”+sp+n;
print (msgl) ;
CntROI=n;

}

//Analizando celulas muertas
selectWindow (substring (Name3, 0, lengthOf (Name3)-4) + “-“ + dead);
run (“Analyze Particles...”, “size=11.0-30.0 circularity=0.76-1.0
show=[Overlay Masks] exclude add”);
selectWindow (“ROI Manager”);
n=roiManager (“count”) ;
a=1;
for (v=CntROI; v<n; v++) {
sub3=substring (Namel, lengthOf (Namel) -8, lengthOf (Namel) -6) ;
roiManager (“select”, v);
roiManager (“Rename”, subl+sub3+”-dead "+a);
a=a+1l;
}
R1=n-CntROI;
msg2=substring (Namel, 0, 4) +spttypet+sp+tNameSer+sp+substring (Namel,
lengthOf (Namel) -8, lengthOf (Namel) -6) +sptsubstring (Namel,
lengthOf (Namel) -6, lengthOf (Namel) -5) +sp+”dead”+sp+R1;
print (msg2) ;
CntROI=0;
//Guardando ROI y resultados
roiManager (“deselect”) ;
selectWindow (“ROI Manager”);
roiManager (“save”, dir2+NameMain+”.zip”);
roiManager (“Measure”) ;
selectWindow (“"Results”) ;
saveAs (“results”, dir3+NameMain+”-results.txt”);
//Cerrando Ventanas
selectWindow (substring (Name3, 0, lengthOf (Name3)-4) + “-“ + dead);
close () ;
selectWindow (NameMain+”-particle.tif”);
close ()
selectWindow (“Results”) ;
run (“Close”) ;
selectWindow (“ROI Manager”);
run (“Close”) ;
//Importante para reiniciar el ROIkey
ROIkey=substring (Namel, lengthOf (Namel) -7, lengthOf (Namel) -6) ;
}
//Guardando log
sub3=substring (Namel, 0,4) ;
selectWindow (“Log”) ;
saveAs (“text”,dir5+sub3+”-1log.txt”) ;
run (“Close”) ;
//Mensaje de salida
showMessage ("ANALISIS COMPLETO”, “Buen dia Chris, \n ya terminamos,
descansa”) ;
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Anexo III: Algoritmo implementado en R para el cdlculo del indice de supervivencia
neuronal de los conteos de neuronas vivas de cortes coronales finos de 40um de cerebros

tefiidos con violeta de Cresilo al 0.1%.

# 3. Importando tabla de Nissl “Nissl log.txt”

Nissl <- read.table(file = paste(getwd(),”R192-1og.txt”, sep =
“/data/"”),

sep = “\t”,

header = TRUE)

tmp <- Nissl

# EDITANDO DE BASE DE DATOS ======== =================

tmpSCodExp <- gsub (“R”, “Rt-%, tmpS$CodExp) # Corrigiendo la columna
CodExp
tmp$N.Slide <- gsub (“-",””, tmp$N.Slide) # Corregir N.Slide y Serie

N s

tmp$Serie <- gsub (“-%,””, tmp$Serie)
# Fusiono con DB de DbQx para obtener tratamientos

tmp <- merge (tmp, DbQOx[,1:3], by = “CodExp”)

levels (tmpS$Tto) <- c(levels (tmpS$STto), “SHAM”) # creo la categoria
SHAM

tmp [tmpSUtilityQx == “sham”,8] <- “SHAM” # Cambio SHAM en
tratamiento

tmpSTto <- droplevels (tmp$Tto) # Elimino los

tratamientos no usados

# Filtro todos los vivos

live <- subset(x = tmp, subset = State == “1live”)
live$cod2 <- paste(live$Serie,live$N.Slide,sep = V)

# Reordenando las columnas

live <- subset(x = live, select = c(“CodExp”,”Tto”,”cod2”, “Side”,
“n7y)

head (live, 12)

live.por <- data.frame (CodExp = factor(levels =

levels (as.factor (live$CodExp))),

Tto = factor(levels = levels(live$Tto)),

cod2 = factor (levels = levels (liveS$Scod2)),

por = numeric())

for(i in levels(as.factor (liveS$SCodExp))) {

p0 <- subset(x = live,

subset = CodExp == 1)

facl <- as.factor (p0$cod?2)

loop.tto <- p0STto[l]

for(t in levels(facl)) {

pl <- subset (p0, subset = cod2 == t)

right <- plSn[pl$Side == “D”]
if ((plSn[plsSide == “I7]) >0){
left <- pl$n([pls$Side == “I”]
lelse(

left <= 0

}
if (live$STto!="SHAM") {
if(right > left){
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p.right <- right/right
p.left <- left/right
telse(
p.right <- left/left
p.left <- right/left

}
}else(
p.right <- right/right
p.left <- left/right

}

p3 <- data.frame (CodExp = i,
Tto = loop.tto,
Cod2 = t,
p.left = p.left)
live.por <- rbind(live.por,
p3)
}
}

live.por

fac.ord <- factor(live.porS$Tto, c(“SHAM”, “Vehicle”, “WEGF.DMSO”,
“BSA.SU1498”, “BSA.Axitinib”,”VEGF.SU1498”, “WEGF.Axitinib”))
boxplot (live.por$p.left~fac.ord)

# stripchart(live.por$p.left~fac.ord, add = TRUE, vertical = TRUE, pch

= 16)
text (live.porS$p.left~fac.ord, labels = paste(live.por$CodExp,
live.por$Cod2,sep = “ ”))

# Retirando OUTLIERS

live.por$Cod3 <- paste(live.por$CodExp, live.por$Cod2,sep = “ ”)
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-179 12”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-182 11”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-188 11”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-188 12”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-235 11”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-130_ 13",]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-129 13”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-187 12”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-192 11”,]
live.por <- live.por[live.por$Cod3!="Rt-083 12”,]

#live.por[live.por$Tto=="SHAM”, ]

tmp <- aggregate(live.porS$p.left~live.por$CodExp,FUN = mean )
names (tmp) <- c(“CodExp”, “media”)

tmp <- merge (tmp, DbQOx[,1:3], by = “CodExp”)

levels (tmpS$Tto) <- c(levels (tmpS$STto), “SHAM”)

tmpSTto [tmpSUtilityQx == “sham”] <- “SHAM”

tmpSTto <- droplevels (tmp$Tto)

fac.ord <- factor (tmp$Tto, c(“SHAM”, “Vehicle”, “VWEGF.DMSO”,
“BSA.SU1498”, “BSA.Axitinib”,”VEGF.SU1498”, “WEGF.Axitinib”))
boxplot (tmp$media~fac.ord, las = 2)

text (tmpSmedia~fac.ord, labels = tmpS$SCodExp)
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tmp

# Graficando ==============================================

pdf (file = paste(getwd(),”nissl barras.pdf”, sep = “/graphics/”), paper
= \\US//)

medias <- tapply(tmp$media, fac.ord, mean, na.rm = T)

desvi <- tapply(tmpSmedia, fac.ord, sd, na.rm = T)

barcenter <- barplot (medias, names.arg = names (medias), ylim = c(0,1),
main = “EDEMA” , ylab = “% of contralateral”, las = 1)

arrows (barcenter, medias - (desvi *2),

barcenter, medias + (desvi *2),angle=90, code=3)

stripchart (tmp$Smedia~fac.ord, at = barcenter, pch = 16, add = TRUE,
vertical = TRUE, method = “stack”)

dev.off ()

fit <- aov (tmp$media~fac.ord)

TukeyHSD (fit)

capture.output (TukeyHSD (fit), file = paste(getwd(), “nissl TUKEY.txt”,
sep = “/result/”))

# INDICE DE SUPERVIVENCIA

# Vamos a normalizar todos los valroes con los de control

nor.fac <- mean(live.por$p.left[live.por$Tto == “SHAM”])
live.por$norm <- live.porS$p.left/nor.fac

tmp <- aggregate(live.por$norm~live.por$CodExp,FUN = mean )
names (tmp) <- c(“CodExp”, “media”)

tmp <- merge (tmp, DbQOx[,1:3], by = “CodExp”)
levels (tmpS$Tto) <- c(levels (tmpS$STto), “SHAM”)

tmpSTto [tmpSUtilityQx == “sham”] <- “SHAM”

tmpSTto <- droplevels (tmp$Tto)

fac.ord <- factor (tmp$Tto, c(“SHAM”, “Vehicle”, “VWEGF.DMSO”,
“BSA.SU1498”, “BSA.Axitinib”,”VEGF.SU1498”, “WEGF.Axitinib”))

boxplot (tmp$media~fac.ord, las = 2)
text (tmpSmedia~fac.ord, labels = tmpS$SCodExp)
tmp

# Graficando ==============================================

pdf (file = paste(getwd(),”nissl barras.pdf”, sep = “/graphics/”), paper
= \\US//)

medias <- tapply(tmp$media, fac.ord, mean, na.rm = T)

desvi <- tapply(tmp$media, fac.ord, sd, na.rm = T)

par (mar = c(10,4,2,2))

barcenter <- barplot (medias,names.arg = names (medias), ylim = c(0,1.2),
main = “SURVIVAL INDEX” , ylab = “% of contralateral”, las = 2)
arrows (barcenter, medias - (desvi *2),

barcenter, medias + (desvi *2),angle=90, code=3)

stripchart (tmpS$Smedia~fac.ord, at = barcenter, pch = 16, add = TRUE,
vertical = TRUE, method = “stack”)

dev.off ()

fit <- aov (tmp$media~fac.ord)

TukeyHSD (fit)

capture.output (TukeyHSD (fit), file = paste(getwd(), “nissl TUKEY.txt”,
sep = “/result/”))

tmp2 <- TukeyHSD (fit)
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tmp2Sfac.ord[tmp2S$Sfac.ord[,4] < 0.5,]
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Anexo 1V Anadlisis de amplificados de marcadores inflamatorios periféricos

Interleuquina I beta

Input PCR template NM 031512.2 Rattus norvegicus interleukin 1 beta (Ilib), mRNA

Range 1-1339
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports »Search Summary

“Graphical view of primer pairs

£ NM_031512.2 - | Find: vielad
o

Genes

b

HP 1137002
exor exon
=xon INEI <xon I S —

escon I
(U) Primer pairs for job WYOGVRRHFCEZEREUHHQLINZvIBRLEDEISE 4
Frimer 1
B I 188 Jis8 280 [ese (388 e |488 458 [se8 58 (e |58 [re |7s8 1880 |ese 988 [es8 K [tess  |iiee Lise [t288  pess | 133
NM_031512.2: 1..1.3K (1.3Kbp)

" ¥ Tracks shown: 3/5

®Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGG Plus 21 640 660 65.02 66.67 8.00 0.00
Reverse primer TGTGCTCTGCTTGAGAGGTGCT Minus 22 792 77 64.16 54.55 4.00 1.00
Product length 153

Products on intended target
>NM 031512.2 Rattus norvegicus interleukin 1 beta (I11b), mMRNA

product length = 153

Forward primer 1 CCCTGCAGCTGGRAGAGTETEE 21
Template £a0 880
Reverse primer 1 TGTGCTCTGCTIGAGAGETGECT 22
Template MOZ  sivisisisisisraianaiiieisis s sisisiins 7ML
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Interleuquina 6

Input PCR template NM 012589.2 Rattus norvegicus interleukin 6 (I16), mRNA
Range 1-1045
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports »>Search Summary

“Graphical view of primer pairs

% NM_012589.2 ~ | nd: vaaln FoTook~ | € Trds- @ 7 -
emplake | [186 158 208 1250 456 568 |58 |e@e 658 708 758 850 |508 |58 1K 1,845

HP_B3E721L

axon axon

exon
econ I
(0) Primer pairs for job TV ®
Priner 1
I |58 180 1ise jeen |250 [s80 350 408 50 580 |s58 2o 858 |7e8 |58 g0 ese 508 1558 11K Ladg
N_012589.2: 1..1.0K (1.0Kbp) " ¥ Tracks shown: 3/5

“Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-»3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CGAGCCGCACCAGGAAGCGAAAGTC Plus 23 15 37 6562 60.87 3.00 1.00
Reverse primer CTGGCTGGAAGTCTCTTGCGGAG Minus 23 28 76 65.16 60.87 3.00 2.00
Product length 84

Products on intended target

>NM 012589.2 Rattus norveglcus Interleukin 6 (116), mRNA
product lengch = 84

Forward primer 1 CGAGCCCACCAGGAACGARAGTC 23

Template - R —— 37

Reverse primer 1  CTGGCTGERAGTCICTTGCGEAE 23
Template ] R 76
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Interleuquina TGF beta

Input PCR template
Range

Specificity of primers
Other reports

NM 021578.2 Rattus norvegicus transforming growth factor, beta 1 (Tgfb1), mRNA

1-1482
Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)

»Search Summary

®Graphical view of primer pairs

~ = NM_021578.2~ | Fnd:

v|&p|aj

200 250 308 ase 108 450

650 (708 750 e jese js08 250 1K 1858 jLiee 4150 L2008

{U) Primer pai¥s Tor j6b BmSxIiGeKBQU]TALTOMMNCTI TVI45aWay TR

Friner | E—

200|250 [200 [sn |soe |sse [so0 s g0 jsso 708|758 [soe [sse [spe__|sse [1k [tese  jee  jise [1.200

B s [1ee 150

1,300

|L258 1308

jLase

A Tooks > | £ Tades- @& Y -
1359

p4e0 1,484

[1.490 1484

| NM_021578.2: 1..1.5€ (1.5Kbp)

®Detailed primer reports

Primer pair 1

¥ Tracks shown: 35

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ACCTGCAAGACCATCGACAT Plus 20 239 258 59.38 50.00 4.00 2.00
Reverse primer TGTTGTACAAAGCGAGCACC Minus 20 392 373 59.06 50.00 8.00 0.00
Product length 154

Products on intended target
>NM 021578.2 Rattus norvegicus transforming growth factor, beta 1 (Tgfb1), mRNA

product length = 158
Forward primer 1  ACCIGCAAGACCATCGACAT 20
Template B R aaae st 258
Reverse primer 1  TGTTIGTACAARGCGAGCACC 20
Template 3
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GAPDH:

Input PCR template
Range

Specificity of primers
Other reports

NM 017008.4 Rattus norvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), mRNA

1-1306

primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)...help on specific primers

&Search Summary

®Graphical view of primer pairs

|~ =nM_017008.4- | o

Meiam

|50

A Took~ | € Trcks> @@ 7 -
1150 0

e sse7os: I
(U) Primer pairs for job R seLlyw YT ®
priner 1
L .
= g
|eso |2se 588 358 488 as8. 560 js50 |se8 = [708 [7sa j588 [8se 308 [358 ik 1650 |L180 1158, |.200 11.250 1,308

] e 100

| NM_017008.4: 1..1.3K (1.3Kbp)

“Detailed primer reports

Primer pair 1

" ¥ Tracks shown: 3/6

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity

Forward primer GCATCTTCTTGTGCAGTGCC Plus 20 36 55 60.11 55.00 5.00
Reverse primer GATCTCGCTCCTGGAAGATGG Minus 21 313 293 60.00 57.14 5.00
Product length 278

Products on intended target
>NM 017008.4 Rattus norvegicus gly 1yde-3-phosp dehydroge (Gapdh), mMRNA
product length = 278

Forward primer 1  GCATCTTCTTGIGCAGTGCC 20
Template T S 55

Reverse primer 1 GATCTCGCTCCTGGRAGATEE 21

Template T A 293

Products on p y

>XM_017593963.1 PREDICTED: Rattus norvegicus gly yde-3-phosp Y (LOC108351137), MRNA

ANEXOS

Self 3' complementarity
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0.00
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Anexo V Edema:

Comparacion del volumen de edema en el hemisferio ipsilateral, expresado como
porcentaje del volumen del hemisferio contralateral
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Anexo VI: Pérdida de peso a las 24 horas
Comparacion de los pesos de las ratas en los diferentes grupos de tratamiento, expresados como
el porcentaje en comparacion al peso antes de la operacion.
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Anexo VII: Algoritmo para el cdalculo del diametro de los vasos a partir de las imdgenes de
fluorescencia de la vasculatura cerebral generadas tomadas con el microscopio de 2
fotones durante el MCAo de ratones

// MEASURE VESSEL DIAMETER

// Este script necesita tener abierta la imagen stack para procesarla.
// Inialmente pedira que definas la CARPETA donde se van a guardar las
imagenes editadas,

// luego aplicara los filtros y hara la maxima proyeccion, poniendole
una escala de 50 micrometros

// finalmente cierra todas las ventanas abiertas

// Autor: Alfredo Cardenas Rivera

// Version: 1.0

// Date: 09-0Oct-2018

baseName=getTitle();

baseName=substring (baseName, 0, indexOf (baseName,”.”));

// Creando directorios

waitForUser (V'====== C A U T I O N =======","Please, select the
directory to save edit images”);

dir=getDirectory (“Choose a Directory”);
dir=dir+baseName+File.separator;

File.makeDirectory(dir);

//Editando imagen

run (“Enhance Contrast...”, “saturated=0.3 normalize process_all”);

run (“Subtract Background...”, “rolling=50 stack”);

run (“Despeckle”, “stack”);

run (“Remove Outliers...”, “radius=2 threshold=50 which=Bright stack”);
run (“AVI... %, “compression=JPEG frame=15

save="+dir+baseName+” video.avi”);

// Seleccionando vasos

run (“Z Project...”, “projection=[Max Intensity]”);

//primero generamos una proyeccion Z para seleccionar los ROI de los
vasos

makeRectangle (20, 20, 120, 160);

waitForUser (V"====== C A U T I O N =======","Please, select ROI of
vessel”) ;

roiManager (“Show All with labels”);

run (“Flatten”);

run (“Save”, “save="+dirtbaseName+” Flaten.tif”);

close () ;

//cierro el flaten

close () ; //
cierro la maxima proyeccion

// Corte videos ROI de cada vaso

n = roiManager (“count”) ;

for (i=0; i<n; i++) {

pl=i+1;

roiManager (“select”, 1i);

run (“Duplicate...”, “title=Vaso "+pl+” duplicate”);
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run (“Maximize”) ;

(
run (“Z Project...”, “projection=[Max Intensity]”);
run (“Maximize”) ;
run (“Rotate... V)
close();
run (“Rotate... V)

run (“Save”, “save="+dir+baseName+”Vaso “+pl+”.tif”);
close ()

}

// Cerramoms todas las ventanas abiertas
while (nImages>0) {
selectImage (nImages) ;
close () ;
}
selectWindow (“ROI Manager”);
roiManager (“Save”, dir+”RoiSet.zip”);
run (“Close”) ;

// Midiendo cada vaso

for (i=0; i<n; 1i++) {

pl=i+1;

open (dirtbaseName+”Vaso “+pl+”.tif”);

run (“Maximize”) ;

run (“Z Project...”, “projection=[Max Intensity]”);

run (“Maximize”) ;

makeRectangle (20, 20, 1, 40);

waitForUser(Y'====== C A U T I O N =======","Please, select ROI of
vessel”) ;

roiManager (“Show All with labels”);

run (“Flatten”);

run (“Save”, “save="+dir+baseName+”Vaso “+pl+” Flaten.tif”);

close () ;
//cierro el flaten
close ()

// cierro la maxima proyeccion
// Generando imagenes binarias en video
setOption (“BlackBackground”, false);

run (“Make Binary”, “method=Default background=Default calculate”);

// Cierro ventana original

run (“Set Measurements...”, “area mean area fraction stack redirect=None

decimal=4") ;

p = nSlices;

k = roiManager (“count”);
for (1=1; 1<p; 1++) {
setSlice(l);

for (t=0; t<k; t++) {
roiManager (“select”, t);
roiManager (“Measure”) ;

}
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saveAs (“Results”, dirt+baseName+”Vaso “+pl+”Result.csv”);
run (“Close”) ;

selectWindow (“ROI Manager”);

run (“Close”) ;

close () ;
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Anexo VIII: Algoritmo para la importacion, edicion y procesamiento de los datos
generados a partir de la medicion del diametro de los vasos de las imdgenes de microscopia

de 2 fotones de los experimentos ventana intracraneal (ejemplo de un experimento)
# EXPERIMENTO: 22-02-2018

dirl <- dirname (dirname (getwd()))

dirl <- paste(dirl,”22-02-2018/FilOut/FilOut-1/", sep =
“/Neuroinflammation/Microscopia/2PTMTTC edit/”) # definimos la
direccion

nombre <- “FilOut-1Vaso ” #
definimos el nombre inicial de los archivos result.csv

# n <- 1:18

# par (mfrow = c(5,2), #
Damos el formato de dos columnas (datos brutos y escalados del mismo
vaso) y cinco filas (mas facil de ver)

# mar = c(2,2,2,0))

# for (1 in n){ #
un loop para graficar todos los vasos

# nameVas <- paste(paste(nombre, n[i], sep = “”),”Result.csv”, sep =
N # definimos el nombre de cada vaso

# vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “"),

# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso

# sep = “I”l

# header = TRUE)

# lineplot (vas.l = vas, # Base de datos del archivo
result.csv importado

# suave = 10, # cuantas muestras se usan
para promediar la actual y suavizar la grafica

# constante = 0.7872, # tamanho en micrometro de
1 pixel

# filOout = 300) # Cuantas valores iniciales

se toman para sacar la media, sobre la cual se escalan los datos

#

# 0}

list 22Feb2018 <- list()

c.suave <- 5 # Genero estas constantes para no estar
cambiando cada variable en cada funcion

t.RetiroFil <- 113 # Genero estas constantes para no estar

cambiando cada variable en cada funcion

# Los vasos 15 y 18 muestran patrones erraticos, probablemente porque
la

# no es tan fuerte.

# Midiendo el vaso 1

nameVas <- paste(paste (nombre, “1”, sep = “),”Result.csv”, sep = V)
# definimos el nombre de cada vaso

vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),

# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso

sep = %, 7,

header = TRUE)

vaso0l <- examina (vas = vas, # Base de datos,

archivo result.csv importado
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suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso0l <-selectVaso (DB = wvaso0l, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = c(1:10), # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svaso0l <- vaso0l
# Midiendo el vaso 2

nameVas <- paste(paste(nombre, “2”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso02 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
£filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso02 <- selectVaso (DB = vaso02, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 2:4, # Los cortes del
vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svaso02 <- vaso02
# Midiendo el vaso 4

nameVas <- paste(paste (nombre, “4”, sep = “),”Result.csv”, sep = V)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso04 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que

equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
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vaso04 <- selectVaso (DB = vaso04, # Lista de
dos data.base generada por examina ()

select = 6:15, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11

filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala

limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svaso04 <- vaso04
# Midiendo el vaso 5

nameVas <- paste(paste (nombre, “5”, sep = “),”Result.csv”, sep = V)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso05 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso05 <- selectVaso (DB = vaso05, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:24, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vaso05 <- vaso05
# Midiendo el vaso 6

nameVas <- paste(paste (nombre, “6”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso06 <- examina(vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = C.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOut = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso06 <- selectVaso (DB = vaso06, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 11:24, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #

Numero de tomas que se toman para centrar la escala
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limit = 350) # Hasta que
punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svaso06 <- vaso06
# Midiendo el vaso 7

nameVas <- paste(paste (nombre, “7”, sep = “),”Result.csv”, sep = )
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso07 <- examina(vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = C.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOut = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso07 <- selectVaso (DB = vaso07, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:8, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vaso07 <- vaso07
# Midiendo el vaso 8

nameVas <- paste(paste (nombre, “8”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = “l”l
header = TRUE)
vaso08 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = C.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
£filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso08 <- selectVaso (DB = vaso08, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = (1:4), # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura

list 22Feb2018Svaso08 <- vaso08

# Midiendo el vaso 9

nameVas <- paste(paste (nombre, “9”, sep = “”),”Result.csv”, sep = V)
# definimos el nombre de cada vaso
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vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = “l”l
header = TRUE)
vaso09 <- examina(vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = C.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
£filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso09 <- selectVaso (DB = vaso09, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = (1:8), # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vaso09 <- vaso09
# Midiendo el wvaso 11

nameVas <- paste(paste(nombre, “11”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = “l”l
header = TRUE)
vasoll <- examina(vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasoll <- selectVaso (DB = vasoll, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = (1:12), # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svasoll <- vasoll
# Midiendo el vaso 12

nameVas <- paste(paste(nombre, “12”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso

vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),

# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso

sep = %, 7,

header = TRUE)

vasol2 <- examina (vas = vas, # Base de datos,

archivo result.csv importado
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suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasol2 <- selectVaso (DB = vasol2, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = (10:18), # Los
cortes del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svasol2 <- vasol2
# Midiendo el vaso 13

nameVas <- paste(paste(nombre, “13”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vasol3 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
£filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasol3 <- selectVaso (DB = vasol3, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = (15:19), # Los
cortes del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svasol3 <- vasol3
# Midiendo el vaso 14

nameVas <- paste(paste (nombre, “14”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vasold4 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que

equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
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vasold4 <- selectVaso (DB = vasol4, # Lista de
dos data.base generada por examina ()

select = (15:18), # Los
cortes del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11

filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala

limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svasol4 <- vasol4
# Midiendo el vaso 16

nameVas <- paste(paste (nombre, “16”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vasol6 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasol6 <- selectVaso (DB = vasolb, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 8:11, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vasol6 <- vasolb
# Midiendo el vaso 17

nameVas <- paste(paste (nombre, “17”, sep = “),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vasol7 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = C.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOut = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasol7 <- selectVaso (DB = vasol7, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:17, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #

Numero de tomas que se toman para centrar la escala
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limit = 350) # Hasta que
punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018S$vasol’7 <- vasol7?

# Midiendo el vaso 18

nameVas <- paste(paste (nombre, “18”, sep = “”),”Result.csv”, sep =
# definimos el nombre de cada vaso

vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep =
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso

w o

AN Il)

nw n)

sep = 7y
header = TRUE)
vasol8 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasol8 <- selectVaso (DB = vasols§, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:5, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vasol8 <- vasols8

# Midiendo el vaso 19

nameVas <- paste(paste (nombre, “19”, sep = “”),”Result.csv”, sep =
# definimos el nombre de cada vaso

vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep =
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso

w o

AN Il)

nw n)

sep = T,y
header = TRUE)
vasol9 <- examina(vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vasol9 <- selectVaso (DB = vasol?9, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:21, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vasol9 <- vasol9
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# Midiendo el wvaso 20

nameVas <- paste(paste(nombre, “20”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = “),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso20 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filOout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso20 <- selectVaso (DB = vaso20, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:28, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018Svaso20 <- vaso20
# Midiendo el vaso 21

nameVas <- paste(paste (nombre, “21”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso
vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso2l <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso2l <- selectVaso (DB = vaso?l, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:7, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vaso2l <- vaso2l
# Midiendo el vaso 22

nameVas <- paste(paste (nombre, “22”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso

vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),

# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso

sep = %, 7,
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header = TRUE)

vaso22 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso22 <- selectVaso (DB = vaso22, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 13:16, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura

list 22Feb2018S$vaso22 <- vaso22

# Midiendo el wvaso 23

nameVas <- paste(paste (nombre, “23”, sep = “”),”Result.csv”, sep = %)
# definimos el nombre de cada vaso

vas <- read.table(file = paste(dirl, nameVas, sep = %),
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso
sep = %, 7,
header = TRUE)
vaso23 <- examina (vas = vas, # Base de datos,
archivo result.csv importado
suave = c.suave, # Cuantos
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica
constante = 0.7872, # Micrometros que
equivale un pixel
filout = 300) # Cuantos valores
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos
vaso23 <- selectVaso (DB = vaso2l3, # Lista de
dos data.base generada por examina ()
select = 1:20, # Los cortes
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11
filOut = t.RetiroFil, #
Numero de tomas que se toman para centrar la escala
limit = 350) # Hasta que

punto de tiempo se desea graficar la lectura
list 22Feb2018$vaso23 <- vaso23

# removiendo vasos

rm(list = 1s() [grep(pattern = “vaso”, x = 1s())])
rm(dirl, nameVas, nombre, vas, c.suave, t.RetiroFil)

pdf (file = paste(getwd(), “22Feb2018 Original.pdf”, sep = “/graphic/”),
paper = “US”)
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DB 22Feb2018 <- line2vas(listDB = list 22Feb2018, type =
“Original”,escalado = FALSE,filOut = 113)
dev.off ()

pdf (file = paste(getwd(), “22Feb2018 Original Scaled.pdf”, sep =

“/graphic/”),

paper = “US”)

DB 22Feb2018 <- line2vas(listDB = list 22Feb2018, type
“Original”,escalado = TRUE,filOut = 113)

dev.off ()

pdf (file = paste(getwd(), “22Feb2018 Smooth.pdf”, sep =
paper = “US”)

DB 22Feb2018 <- line2vas (listDB = list 22Feb2018, type
“Smooth”,escalado = FALSE,filOut = 113)

dev.off ()

pdf (file = paste(getwd(), “22Feb2018 Smooth Scaled.pdf”
“/graphic/”),

paper = “US”)

DB 22Feb2018 <- line2vas(listDB = list 22Feb2018, type
“Smooth”,escalado = TRUE, £filOut 113)

dev.off ()

DB 22Feb2018 <- line2vas(listDB = list 22Feb2018, type =
“Original”,escalado = FALSE,filOut = 113)

ANEXOS

“/graphic/”),

sep =

125



Activacion diferencial de los receptores para el VEGF como mecanismo de neuro-proteccion en el infarto
cerebral isquémico

Anexo IX: Funciones implementadas en R para analizar los datos de la dinamica de los
diametros de los vasos generados a partir de los ensayos de la ventana intracraneal in-vitro

# Esta funcidén sirve para calcular la relacidén entre las lecturas de
perfucidn

# en porcentaje, medidas a partir del punto de FilOut.

# Presenta dos atributos:

# data = la base de datos en formato “hipoperfusion”

# t = que equivale al numero de tomas antes O despues del punto FilOut
# data <- tabl32 # base de datos

# t <= 200 # tomas antes o despues que se van a tomar

hipoperfusion <- function (CodExp) {
namel <- paste(“/data/”, “-MCAo-raw.txt”, sep = CodExp)
name2 <- paste(“/data/”,”-MCAo-markers.txt”,sep = CodExp)
DBl <- read.table(paste(getwd(),namel, sep = “”), header = FALSE,sep =
“\t”)
markers <- read.table (paste(getwd(),name2, sep = “),header = TRUE, sep
= “M\t”)
DBl <- DB1[,1:4]
colnames (DBl) <- c(“Sample”, “Date”, “Time”, “PU”)
for (i in 1l:ncol(DB1l)) {
DB1[,1] <- as.character(DB1[,1i])
}
#summary (DB1)
#head (DB1)
pl <- which(DBl$Sample == “MARKERS”)
pl <- c((pl - 1), (pl + 8))
pl <- sort(pl)
pl <- c¢(3,pl,nrow(DB1))

# p0 <- which(DBl1$Sample == “Sample”)

# p00 <- c(p0-7,p0-6,p0-5,p0-4,p0-3,p0-2,p0-
1,p0,p0+2,p0+3,p0+4,p0+5,p0+6,p0+7)

# p00 <- sort (p00)

# p00 <- p00[7:1length (p00)]

# DB1[p00, ]
#
# for (i in 1l:length(pl)) { # Si imprimo DBI1 [p2]

aqui, todos deben ser posiciones de MARKERS
# print (DBl [pl[il, 1)
# )
#

rawlList <- list ()

for (i in 1:(length(pl)/2)) {

a <- 2*i -1

b <- 2*1
temp <- data.frame (DBl[pl[a]:pl(bl,])
rawList[[1]] <- temp

}
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if (length(which (DBl$Sample == “MARKERS”)) == 8) {

listNames <- c(“raw”, “basal”, “CCoEarly”, “MCAoEarly”, “MCAoLate”,
“CCoLate”, “FilOut”, “Repl”, “Rep2”)

} else if (length(which (DBl$Sample == “MARKERS”)) == 7) {

listNames <- c(“raw”, “basal”, “CCoEarly”, “MCAoEarly”, “MCAoLate”,
“CCoLate”, “FilOut”, “Rep”)

} else {
print (“Numero de areas fuera de rango aceptado (7-8)")
break

}

names (rawList) <- listNames

# summary (rawList$CCoEarly)

#sapply (rawList, function(ls) nrow(ls))

#sort (sapply(rawList, function(ls) nrow(ls)))

# Agregamos data.frame de incio y final de lectura, que la tomamos de
data.frame rawlListS$Sraw

p2 <- which(rawList$raw$Date == “<Segment break>") # E1 corte
de grabacidén estd marcado por “<Segment break>"

p2 <- c(l,p2 - 1, p2 + 2, nrow(rawListSraw))

rawList$Inicio <- rawlListS$Sraw[p2[1l]:p2[2],]

rawList$Fin <- rawListS$Sraw[p2[3]:p2[4],]

# Edicidén de la df markers
markersS$Date <- as.character (markersS$Date)
markers$Time <- as.character (markers$Time)

markers$Time <- gsub(x = markersS$STime,pattern = “p.m.”,replacement =
“pM”)

markers$Time <- gsub(x = markersS$Time,pattern = “a.m.”,replacement =
“AM”)

markers$Date <- paste (markers$Date, markers$Time, sep )

markers$Date <- as.POSIX1lt (markers$Date, “%d/%m/%Y %$I:%M:%0S %p”, tz =
‘UTC'")
markers$Time <- format (markers$Date, “%H:%M:%0S3”)

# format (markersS$SDate([2], “$Y-%m-%d %$H:%M:%0S6”) # Podemos verificar
que los datos guardados en $date conservan los milisegundos con esta
funcioén
# format (markers$Date[l], “$H:%M:%0S3”)
if ((“"MCRAoEarly” %in% markers$Comment & “FilOut” %in% markers$Comment)
== FALSE) {
print (“Marcador MCAoEarly o FilOut no encontrado en los marcadores”)
break

}

# Marcadores

MCAo.star <- markersS$Date[markers$Comment == “MCAoEarly”]
# Inicio del infarto
MCAo.fin <- markers$Date[markers$SComment == “FilOut”]
# fin del infarto
v.markers <- difftime (markers$Date, MCAo.star, units = “mins”) #

Marcas verticales de los momentos de basal, MCAo, rep y otros
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# Ediclion ===========================x===

# head(rawList[[i]])

# Edicidén de las columnas de rawList ()

for (i in 2:length(rawlList))

{

rawList[[1]]$Sample <- as.numeric (as.character (rawList[[i]]$Sample))
rawList[[1i]]$Date <- as.character (rawList[[i]]S$Date)
rawList[[1]]$Time <- as. character(rawList[[']J$Time)
rawList[[1]]$PU <- as.numeric (as.character (rawList]| ]$PU), digits
3)
rawList[[i]]STime <- gsub(x = rawList[[i]]$Time, pattern =
“p.m.”, replacement = “PM”)
rawList[[i]]STime <- gsub(x = rawList[[i]]$Time, pattern =
“a.m.” replacement = “AM")
rawList [ ]$Date <- paste(rawList|[ ]$Date, rawList[[i]]$Time, sep
W
rawList[[i]]$Date <- as.POSIX1lt (rawList[[i]]$Date, “%d/%m/ $T:%M:
$p”, tz = ‘UTC’)
rawList[[1]]S$Time <- difftime (rawList]( ]$SDhate,MCAo.star, units =
“secs”)
rawList[[i]] <- cbind(rawList[[i]], difMin =
difftime (rawList[[i]]$Date,MCAo.star, units = “mins”))
}
# sapply(rawList, head)
# ESCALANDO DATOS
promBasal <- mean (rawList$basalS$PU, trim = 0.3) # Promedio de
las lecturas basales
facCorr <- mean (rawList$MCAoEarly$PU, trim =
) /mean (rawListS$SMCAoLate$PU, trim = 0.3)
for (i in 5:(length(rawList) - 2)){
rawList[[1]]$PUcor <- rawList[[i]]$PU*facCorr

}

rawList$Fin$PUcor <- rawListS$SFin$PU*facCorr
correccién en las lecturas finales

# Reescalado de PU (% de la linea basal)

for (i in 2 4) |

rawList|[ 1$PU.porc <- (rawList|[

}

rawList$Inicio$PU.porc <- (rawList$Inicio$PU/promBasal)*100
=-2)) {

rawList|[ 1$PU.porc <- (rawList][

for (i in 5 (length (rawList)

}

]$PU/promBasal) *100

rawList$Fin$PU.porc <- (rawList$Fin$PUcor/promBasal)*100

# sapply(rawList, head)
# Marcadores horizontales

h.markers <- c(mean(rawList$basal$PU,
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mean (rawList$CCoEarly$PU, trim = 0.3),
mean (rawList$MCAoEarly$PU, trim = 0.3)
mean (rawList$SMCAoLate$SPUcor, trim = 0

mean (rawList$CCoLateS$SPUcor, trim = 0.3
mean (rawList$FilOut$PUcor, trim = 0.3)
mean (rawList$Repl$PUcor, trim = 0.3),

mean (rawList$Rep2$PUcor, trim 0.3

# GRAFICANDO

# Constantes gréaficas

nomXlab <- “time (min)”

nomYlab <- “CBP (% of baseline)”
namePerfusion <- “Perfusion (A.U.)”

h.colors <- c(“Red4”,”Red3”, "“Blue”, “Dark green”, “Purple”,

“Light green”, “mediumorchid3”, “sienna3”)
lin.col <- “black”
v.names <- c(“basal”, “CCoEarly”, “MCAoEarly”, “MCAoLate”,
“CCoLate”,”Filout”, “Rep”)
h.names <- c(“Basal”, “CCo”, "“MCAo0”, “Rep”)
tl <- numeric()
for (i in 1l:length(v.markers)) {
tl <- c(tl,which.min (abs(v.markers([i] -
c(rawList$Inicio$difMin, rawList$Fin$difMin))))
}

p.ini <- which(abs(rawList$InicioS$Date -
markers$Date [markers$Comment=="MCAcEarly”]) ==
min (abs (rawlList$Inicio$Date -

markers$Date [markers$SComment=="MCAoEarly”])))
p.fin <- which(abs(rawList$FinSDate -
markers$Date [markers$Comment=="FilOut”]) =
markers$Date [markers$Comment=="Fil0ut”])))
time.ini <- rawListS$Inicio$difMin[p.ini]
time.fin <- rawListS$FinS$difMin[p.fin]

# EXPORTANDO DATOS

#dev.new ()
par (mar = c(4,4,4,1), mfrow = c(3,2), bty = “17)

# Grafico 1 - RAW DATA original data
plot (rawList$raw$PU,

type = “n”,
ylab = namePerfusion,

xlab = “# of lecture”,
bty = “1”,
main = “RAW DATA\noriginal data”,
las = 1)
grid(col = “lightgray”,
1ty = “dotted”,
ANEXOS

“Orange”,

= min (abs (rawList$Fin$Date -
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lwd = par(“1lwd”),
equilogs = TRUE)

lines (rawListS$raw$SPU,

col = lin.col)

abline(v = t1,

lty = “dotted”,

col = h.colors[2])

text(x = t1,

y = max (rawList$Inicio$PU),
labels = v.names,

pos = 2,

col = h.colors[1l],

srt = 90)

mtext (side = 4,

text = CodExp,

cex = 0.7)

# Grafico 2 - RAW DATA

plot (c(rawList$Inicio$PU, rawListSFinS$SPU),
type . \\n//,
ylab = namePerfusion,

xlab = “# of lecture”,

bty = “17,

main = “RAW DATA\nprocessed data”,
las = 1)

grid(col = “lightgray”,

lty = “dotted”,

lwd = par(“1lwd”),
equilogs = TRUE)

lines (c(rawList$Inicio$PU, rawList$FinS$PU),

col = lin.col)
tl <- numeric ()
for (i in 1l:length(v.markers)) {

tl <- c(tl,which.min (abs(v.markers([i] -

c(rawList$Inicio$difMin, rawList$Fin$SdifMin))))
}

abline(v = t1,

lty = “dotted”,

col = h.colors[2])

text(x = t1,

y = max (rawList$Inicio$PU),

labels = v.names,

pos = 2,

col = h.colors|[1l],
srt = 90)

mtext (side = 4,
text = CodExp,

cex = 0.7)

# Grafico ====
library(plotrix)
gap <- c(tail(rawList$Inicio$difMin,1),head(rawList$Fin$difMin))
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gap.plot(y = c(rawList$Inicio$PU,rawList$Fin$PUcor),

X = c(rawlList$Inicio$difMin, rawList$Fin$SdifMin),
type = \\l/l,

ylab = namePerfusion,

xlab = nomXlab,

bty . \\l//,

main = “ADJUST DATA”,

las = 1,gap = gap, gap.axis = “x”)
grid(col = “lightgray”,

= “dotted”,

lwd = par(“1lwd”),

equilogs = TRUE)

lines (c(rawList$Inicio$PU, rawList$SFin$PUcor) ~c (rawList$Inicio$difMin, ra
wList$Fin$difMin),

col = lin.col)

abline (v = v.markers,

lty = “dotted”,

col = h.colors[2])

text (x = v.markers,

y = max (rawList$Fin$PU),

labels = v.names,

pos = 2,

col = h.colors|[1l],
srt = 90)

mtext (side = 4,
text = CodExp,

cex = 0.7)

# Grafico 4 ====
gap.plot(y = c(rawList$Inicio$PU.porc, rawList$SFin$SPU.porc),

X = c(rawList$Inicio$difMin, rawList$Fin$difMin),
type = “17,

ylab = “CBP (% of baseline)”,

xlab = nomXlab,

bty = “17,

main = “ADJUST DATA (%)”,

las = 1,gap = gap, gap.axis = “x”)

grid(col = “lightgray”,

lty = “dotted”,

lwd = par(“1lwd”),
equilogs = TRUE)

abline (v = v.markers,
lty = “dotted”,

col = h.colors[2])
text (x = v.markers,

y = max (rawListS$Fin$PU),
labels = v.names,

pos = 2,

col = h.colors|[1l],
srt = 90)

mtext (side = 4,

text = CodExp,
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cex = 0.7)

# Grafico 5 ZOOM ====

center <- which.min (abs(rawList$Fin$Date - MCAo.fin))
if (center < 3000) {

zoom.fac <- center

} else {

zoom.fac <- 3000

}

zoom.data <- rawList$Fin][ ((center - zoom.fac): (center + zoom.fac)), ]
plot (zoom.data$PU.porc~zoom.data$SdifMin,
type = \\nll

ylab = “CBP (% of baseline)”,
xlab = nomXlab,

bty = “1”,

main = “ZOOM % DATA”,
las = 1)

grid(col = “lightgray”,
lty = “dotted”,

lwd = par(“1lwd”),

equilogs = TRUE)

lines (zoom.data$PU.porc~zoom.data$difMin,
col = “black”)

abline (v = v.markers,

lty = “dotted”,

col = h.colors[2])

text (x = v.markers,

y = max (zoom.data$PU.porc),

labels = v.names,

pos = 2,

col = h.colors|[1l],
srt = 90)

mtext (side = 4,
text = CodExp,

cex = 0.7)

# Grafica 4 - NORMALIZADA

zoom.data <- cbind(zoom.data,

escalado = scale(zoom.data$PU.porc, center =

mean (zoom.data$PU.porc[1500:zo0om.fac], trim = 0.3),scale = TRUE))
plot (zoom.dataSescalado~zoom.data$difMin,

type = “n”,

ylim = c(-3,3),

ylab = “CBP (scaled of % of baseline)”,

xlab = “time (mins)”,
bty = \\l//,

las = 1,

cex.main = 3,

main = “NORMALIZED”)

grid(col = “lightgray”,

lty = “dotted”,

lwd = par (“1lwd”),

equilogs = TRUE)

lines (zoom.data$escalado~zoom.data$SdifMin,
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col = “black”)
abline (v = v.markers,
lty = “dotted”,

col = h.colors[2])
text (x = v.markers,
y = 2,

labels = v.names,
pos = 3,

col = h.colors|[1],
srt = 90,

cex = 0.7)

mtext (side = 4,
text = CodExp,

cex = 0.7)

rawList$Smarkers <- markers
return (rawlList)

}

revCurl <- function(data, t) {
MCAo.fin <- data$times[6, 3]

ini <- which (abs(data$Fin$difMin - MCAo.fin) == min (abs (data$Fin$difMin
- MCAo.fin))) - t
fin <- which (abs (data$Fin$difMin - MCAo.fin) == min (abs (data$Fin$difMin
- MCAo.fin))) + t

tl <- t + 1

exo <- mean (data$Fin$PUcor [ (fin - tl):fin]/data$Fin$PUcor[ini: (ini +
tl) 1)

return (exo)

}

revCurlMin <- function(data, t){
MCAo.fin <- data$times[6, 3]

ini <- which (abs(data$SFin$difMin - MCAo.fin) == min (abs(data$Fin$difMin
- MCAo.fin))) - t

fin <- which(abs (data$SFin$difMin - MCAo.fin) == min (abs (data$Fin$difMin
- MCAo.fin))) + t + 1

pl <- min(unlist(data$Fin$PUcor|[ (fin - t):finl))
p2 <- mean (unlist (data$Fin$PUcor[ini: (ini + t)1]1))
exo <- c(pl,p2)

names (exo) <- c¢(“MinFilOut”, “MeanCCo”)

return (exo)

}

# RevCurvMin data

revCurlMin.Data <- function(data, t) {
MCAo.fin <- data$times[6, 3]

ini <- which (abs(data$SFin$difMin - MCAo.fin) == min (abs(data$Fin$difMin
- MCAo.fin))) - t

fin <- which(abs (data$SFin$difMin - MCAo.fin) == min (abs (data$Fin$difMin
- MCAo.fin))) + t + 1
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resu <- dataS$Fin[ini:fin, ]
return (resu)

}

# FUNCION PARA EXPORTAR LOS DATOS EN BRUTO PROCESADOS Y DIVIDIDOS
# exportTB : Exporta datos procesados y divididos =====

exportTB <- function (db, name) {

name <- paste(name, “.txt”, sep = %)
direc <- paste(getwd(), “/result/”, sep=
resi <- db[[2]]

resi <- resi[O0, ]

AN //)

for(i in 2:9) {
temp <- db[[i]]
type <- rep(names (db) [1],
temp <- cbind(type, temp)
resi <- rbind(resi, temp)

}

nrow (temp) )

AN /I)

write.table(x = resi, file = paste(direc, name, sep =
col.names = TRUE, row.names = FALSE,
sep — \\\tli)

4

}

# funAnaVas

# Lista de funciones para importar, ordenar, seleccionar y graficar

# los datos generados por el script en Imaged, que mide el diametro

# de los vasos, de imagenes obtenidas por el microscopio de dos fotones
# a traves de la ventana intracraneal en vasos marcados con FITC-
asociado

# a dextran

# Qautor: Alfredo Cardenas-Rivera

# Qdate: 15-0ct-2018

# @Version: V.1.0

# constante <- 0.3542 # (medida en micrometros de un pixel)
# suave <- 5
# Funcion para generar graficos

lineplot <- function(vas.l, suave, constante, filOut) {
n <- length(vas.1$Slice[vas.1$Slice == “1"])

tmp <- paste(“C”, l:n, sep = “-4)

colores <- c(rgb(232/255,213/255,183/255,alpha = 1),
rgb(249/255,178/255,72/255,alpha = 1),
rgb(252/255,58/255,82/255,alpha = 1),

rgb (55/255,33/255,84/255,alpha = 1),
rgb(14/255,36/255,49/255,alpha 1))

lineas <- 1:6

colores <- rep(colores, length.out = n)
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lineas <- rep(lineas, length.out = n)

vas.l.edit <- data.frame(sec = rep(tmp, length.out = nrow(vas.l)),
tiempo = (vas.1$Slice*180)/1000,
value = (vas.1l$X.Area/2.5)*constante
)
plot (0,

xlim = range(vas.l.editStiempo),
ylim = ¢ (-3,3),
type . \\n//,

xlab = “Time (second)”,

ylab = “Diameter (normalized)?”,
main = “Vessel dynamic”,

las = 1)

for(i in 1l:length (tmp)) {
DBtmp <- data.frame(x = vas.l.editStiempo[vas.l.edit$sec==tmpl[i]],
y = vas.l.edit$value[vas.l.edit$Ssec==tmp[i]])
scalaTemp <- mean (DBtmpS$y[l:filOut])
DBtmpSy <- scale (DBtmpS$y, center = scalaTemp)
for( j in (suave+l) : (nrow (DBtmp) -suave-1)) {
DBtmpSy[j] <- mean (DBtmpS$y[ (j-suave) : (j+suave)])
}

lines (x = DBtmpS$x,
y = DBtmpSy,
col = colores|[i],
1ty = lineas[i])

}

plot (0,
x1lim = range(vas.l.editS$tiempo),
ylim = c(0,max(vas.l.edit$value)),

type = “n”,

xlab = “Time (second)”,

ylab = “Diameter (micrometer)?”,
main = “Vessel dynamic”,

las = 1)

for ( 1 in l:length(tmp)) {
DBtmp <- data.frame(x = vas.l.editStiempo[vas.l.edit$sec==tmp[i]],
y = vas.l.edit$value[vas.l.editSsec==tmp[i]])
for( j in (suave+l) : (nrow (DBtmp) -suave-1)) {
DBtmpSy[j] <- mean (DBtmpS$y[ (j-suave) : (j+suave) ])
}
lines (x = DBtmp$xk,
y = DBtmpSy,
col = colores[i])

}

# EXAMINA ()
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examina <- function(vas, suave, constante, filOut) {

nCort <- length(vas$Slice[vas$Slice == “17]) #numero de cortes por
ese vaso

tmp <- paste(“C”, 1l:nCort, sep = “.”)

colores <- c(rgb(232/255,213/255,183/255,alpha = 1),
rgb(249/255,178/255,72/255,alpha = 1),

rgb (252/255,58/255,82/255,alpha = 1),

rgb (55/255,33/255,84/255,alpha
rgb(14/255,36/255,49/255,alpha
lineas <- 1:6

colores <- rep(colores, length.out = nCort)
lineas <- rep(lineas, length.out = nCort)

1
1),
1))

if ((“"X.Area” %$in% (colnames(vas))) == TRUE) {
vas.edit <- data.frame(sec = rep(tmp, length.out = nrow(vas)),
tiempo = (vas$Slice*180) /1000,
value = (vasS$X.Area/2.5)*constante
)
} else {
vas.edit <- data.frame(sec = rep(tmp, length.out = nrow(vas)),
tiempo = (vas$Slice*180) /1000,
value = (vasS$Area/2.5) *constante

)
}

tmpDB <- subset(x = vas.edit,
subset = sec == “C.l1")
names (tmpDB) [3] <- “C.1”
for ( i in 2:length(tmp)) {
tmpDB <- cbind (tmpDB, vas.editS$valuel[vas.edit$sec == tmp[i]])
names (tmpDB) [ (1i+2)] <- tmp[i]
}
valMax <- max (tmpDB[,3: (3+length (nCort))])
valMin <- min (tmpDB[, 3: (3+1length (nCort))])

# Para datos SIN escalar
DBsuave <- tmpDB
for(i in 3:ncol (tmpDB)) {
for( j in (suave+l) : (nrow (tmpDB)-suave-1)) {
DBsuave[j,1i] <- mean (tmpDB[ (j-suave) : (j+suave),il)
}
}

par (mfrow = c(3,4))
for (i in 3:ncol (DBsuave)) {

plot (0,

x1lim = range (DBsuaveS$Stiempo),

ylim = c(0,max (as.vector (DBsuave[,3:ncol (DBsuave)]))),
type = “n”,

xlab = “Time (second)”,

ylab = “Diameter (micrometer)?”,

main = colnames (DBsuave) [i],

las = 1)

lines (x = DBsuaveS$tiempo,
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y = DBsuavel[,1],
col = colores[i-2],
lty = lineas[i1-2])
}
return (list (dato.bruto = tmpDB,
DBsuave = DBsuave))

}

selectVaso <- function (DB, select, filOut, limit) {
select <- select+2
if ( limit != “all”) {
pl <- which(abs(limit-DB$dato.bruto$Stiempo)==min (abs (limit-
DBSdato.bruto$tiempo)))
DBSdato.bruto <- DBS$Sdato.bruto[l:pl,]
DBSDBsuave <- DBS$DBsuavel[l:pl,]
}

DBSdato.bruto <- DBS$dato.bruto[,c(l,2,select)]
DBSDBsuave <- DBS$DBsuavel[,c(l,2,select)]

DBS$dato.bruto <- cbind(DBS$dato.bruto,

PROM = rowMeans (DBS$dato.bruto[,3: (length (select)+2)]))

DBSDBsuave <- cbind(DB$DBsuave,

PROM = rowMeans (DBS$DBsuavel[,3: (length (select)+2)1))

# Escalando los datos

avl <- which.min (abs (DBSdato.bruto$tiempo - filOut))

scaleMedia <- mean (DBSdato.bruto$PROM[ (av1l-30): (av1+30)])

DBSdato.bruto <- cbind(DBS$dato.bruto,

escalado = scale(x = DBSdato.bruto$PROM, center = scaleMedia)
)

scaleMedia <- mean (DB$SDBsuave$SPROM[1:fil0ut])

DBS$DBsuave <- cbind(DB$DBsuave,

escalado = scale(x = DBSDBsuave$SPROM, center = scaleMedia)

)

par (mfrow = c(2,2))

plot (0,

type . \\l//,

ylim = ¢ (0, max (DBSdato.bruto$PROM)),

x1lim = c(20,max (DBSdato.bruto$tiempo)),
col = “gray60”,

ylab = “Diameter (micrometer)?”,

xlab = “Time (second)”,

main = “Original data”)

grid()

lines (x = DBS$dato.bruto$tiempo,
y = DBSdato.bruto$PROM,
col = “gray60”)

plot (0,
type . \\l//,
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ylim = ¢ (0, max (DB$SDBsuave$PROM) ),
x1lim = c(20,max (DBSDBsuave$Stiempo)),
col = “gray60”,

ylab = “Diameter (micrometer)?”,
xlab = “Time (second)”,

main = “Smooth data”)

grid()

lines (x = DBS$DBsuaveS$tiempo,

y = DBSDBsuaveS$PROM,
col = “gray60”)

plot (0,
type . \\l//,
ylim = ¢(-3.5,3.5),

x1lim c(0,max (DBSdato.bruto$tiempo)),
col = “gray60”,

ylab = “Diameter (micrometer)?”,
xlab = “Time (second)”,

main = “Escalado dato bruto”)
grid()

lines (x = DBS$dato.bruto$tiempo,
y = DBS$dato.bruto$escalado,

col = “gray60”)

abline(h = 0,1ty = 2)

plot (0,

type = “17,

ylim = ¢(-3.5,3.5),

x1lim = c(0,max (DBSdato.bruto$tiempo)),
col = “grayo60”,

ylab = “Diameter (micrometer)?”,
xlab = “Time (second)”,

main = “Escalado smooth data”)
grid()

lines (x = DB$DBsuaveS$tiempo,
y = DB$DBsuaveS$escalado,

col = “gray60”)

abline(h = 0,1ty = 2)

return (DB)

}

line2vas <- function(listDB, type, escalado, filOut) {

nombres <- names (l1istDB)

nl <- length (nombres) # Numero de vasos en la
lista

DBl <- data.frame (tiempo = 1listDB[[1]]Sdato.bruto$Stiempo)

for( i in 1:nl){

n2 <- length(names (1istDB[[1]]1[[111])) # definismos en numero de
columnas para el vaso “i”

# definimos las columnas a tomar

if (type == “Original” & escalado == FALSE) {
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pl <- 1

p2 <- n2-1

textol <- “ORIGINAL DATA”

texto?2 <- “Diameter (micrometer)”

} else if (type == “Original” & escalado == TRUE) {
pl <- 1
p2 <- n2

textol <- “ORIGINAL DATA”
texto2 <- “Diameter (normalized)”

} else if (type == “Smooth” & escalado == FALSE) {
pl <= 2
p2 <- n2-1

textol <- “SMOOTH DATA”
texto2 <- “Diameter (micrometer)”

} else if (type == “Smooth” & escalado == TRUE) {
pl <= 2
p2 <- n2

textol <- “SMOOTH DATA”

texto2 <- “Diameter (normalized)”

} else{

cat (“Type of data didn’'t specify, them Original data was taken as

default.”)

pl <- 1

p2 <- n2-1

textol <- “ORIGINAL DATA”

texto?2 <- “Diameter (micrometer)”
}

DB1 <- cbind(DR1,

nuevo = 1istDB[[i]][[pl]l][,p2])

names (DB1) [1+1] <- nombres|[i]

}

par (mfrow = c(4,2),
mar = c(2,4,2,0))

for(i in 2:ncol (DB1))
if (escalado == FALSE
limiteY <- c (0, 30)

} else if(escalado == TRUE) {
limiteY <- ¢ (-3,3)

}
plot (0,
type = “17,
ylim = limiteY,
x1lim = ¢ (20, max (DBlStiempo)),
col = “gray60”,
ylab = texto2,

{
) {

xlab = “Time (second)”,
main = nombres[i-1])
grid()

mtext (side = 3,

adj = 1,
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text = textol,
cex = 0.5)
lines(x = DBlS$tiempo,
y = DB1[,1i]
)

abline (v = DBlStiempo[which.min (abs (DBlStiempo - filOut))],
col = “red”,
lty = 3)

}
return (DB1)
}

# SUAVE2 () funcion

# esta fucnion sirve para alisar las curvas de los datos de signal,
# tiene dos variables:

# x = vector numerico de las lecturas

# y punto de tiempo donde se tomo cada valor

#

a

#

el parametro de “orden” determina el orden del poligono al cual se va
ajustar
la curva

suave?2 <- function(val,time, orden) {
model <- Im(val ~ poly(time,orden))
tmp <- predict (model,

data.frame (x = time),

interval = ‘confidence’,

level = 0.99)

DBl <- cbind(id = time,

tmp)

return (DB1)

}

# mediaBYvas ()

# esta funcion sirve para sacar los valores promedios de un rango de
vasos

# de las listas generadas

# tiene 3 parametros

# + 1istDB = lista con los vasos (datos brutos y escalados por cada
vaso)
# + rango = tipo vector numerico, de dos numeros, desde donde a
donde se tomaran los datos
# + redondeo = redondeado a cuantos decimales
mediaBYvas <- function(listDB, rango, redondeo) {
tmp <- data.frame(vaso = character (),
media = numeric())

for (1 in 1l:length(listDB)) {
pl <- names (1listDB) [i]
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p2 <- round (mean (1listDB[[i]]$dato.bruto$SPROM[rango]), redondeo)
p3 <- data.frame (vaso = pl,
media = p2)
tmp <- rbind (tmp, p3)
}
names (tmp) <- c(“vaso”, “media”)
return (tmp)

}

# calMedias () =================== m=====——======
# calcula el valor medio de un data frame, se especifica los limites
iniciales

# v finales de la serie de datos a tomar.

# Parametros

# - DBl = data.frame con la primera columna de tiempo en segundos
# - time = vector numerico, con dos numeros, inicio y fin de los
datos a muestrear

# en segundos. Acepta valores negativos.

calMedias <- function (DB1l, time) {
pl <- time[1l]
p2 <- time[2]

nVas <- ncol(DBl) -1
rNames <- colnames (DB1)
resu <- data.frame (media = colMeans (DBl [pl:p2,-11),

upper = colMeans (DBl[pl:p2,-1]1) + 2*apply(DBl[pl:p2,-11, 2, sd),
lower = colMeans (DBl [pl:p2,-1]) + 2%*apply(DBl[pl:p2,-1]1, 2, sd)
)

return (resu)

}
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Anexo X: Comparacion de la dindamica del diametro vascular de los ensayos

microscopia intravital

# COMPARACION DE DIAMETROS DE VASOS DE RATON INFARTADO Y NO INFARTADO
# tomo los registros de los vasos procesados con las funciones de
“funAnaVas”,

# generados de los archivos del script de ImageJ VasoQuanti
(C:\Users\acard\CloudStation\Neuroinflammation\Microscopia\scr)

# Ahora generaremos las graficas en dos columnas, no infartadas
(22Feb2018)

# a la izquierda y la si infartadas (02Feb2018) a la derecha, de tres
vasos

# con diametro menor a 10 micrometros y 3 con diametros > 10
micrometros.

Usare el indicador pl para usar los datos en bruto o los suavizados,
ya que la linea de tendencia generada a partir de los datos en bruto
no sale tan bien.

@autor: Alfredo Cardenas-Rivera

@date: 3-Apr-2019

@version: 2.0

R

# ejecutando las funciones

source (file = paste(getwd(),”funAnaVas.R”, sep = “/scr/function/”))
source (file = paste(getwd(),”Fun_l0OsecAround.R”, sep =
“/scr/function/"”))

# especificando colores

colores <- c(rgb(232/255,213/255,183/255,alpha = 1),
rgb(249/255,178/255,72/255,alpha = 1),

rgb (252/255,58/255,82/255,alpha = 1),
rgb (55/255,33/255,84/255,alpha ),
( )
( )

Il
o e

rgb(14/255,36/255,49/255,alpha ,
rgb (36/255,68/255,93/255,alpha = )
# Cargando bases de datos de los vasos

tmpll <- list.files(path = paste(getwd(), “AnalisisDeVasos/”, sep =
“/scr/"))

pb <- txtProgressBar (min = 0, max = length(tmpll), initial = 0)

for (i in 1l:length (tmpll)) {

source (file = paste(getwd(),tmpll[i], sep = “/scr/AnalisisDeVasos/”))
setTxtProgressBar (pb, 1)

}

rm(tmpll,i, pb)

# Primero examinamos los vasos procesados con la funcion line2vas
line2vas (listDB = list 040ct2018,type = “Original”,escalado =

FALSE, filOut = 100)

line2vas (1istDB = list 09Feb2018,type = “Original”,escalado =

FALSE, filout = 60)

line2vas (1istDB = list 16Mar2018,type = “Original”,escalado =

FALSE, filOut = 90)

line2vas (listDB = list 17Nov2017,type = “Original”,escalado =

FALSE, filOut = 78)

line2vas (1istDB = list 20Sep2018,type = “Original”,escalado =

FALSE, filout = 70)

Alfredo Cardenas Rivera 142

de



Activacion diferencial de los receptores para el VEGF como mecanismo de neuro-proteccion en el infarto
cerebral isquémico

line2vas (listDB =
FALSE, £filOut = 110)

# analizamos los valores medios por cada
list 040ct2018, rango =
list 09Feb2018, rango =
list 09Feb2018, rango =
list 22Feb2018, rango =

mediaBYvas (1istDB =
mediaBYvas (11istDB
mediaBYvas (1istDB =
mediaBYvas (1istDB

# para poderlos comparar todos haremos una

por
# tamano

list 22Feb2018, type = “Original”,escalado =

una de las listas

c(350:500) , redondeo =
c(350:500) , redondeo =
c(100:300) ,redondeo =
c(100:300) ,redondeo =
tabla

mediaDB <- rbind(cbind(date = “040ct2018”,mediaBYvas (listDB =

list 040ct2018, rango =

cbind (date
c(100:330) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(300:500) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(220:420) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(180:380) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(410:610) ,redondeo = 2)))

mediaDB2 <- rbind(cbind(date = “040ct2018”,
c(600:800)
= “09Feb2018”,mediaBYvas (1istDB

list 040ct2018, rango =
cbind (date

c(430:550) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(550:750) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(470:621) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(430:630) ,redondeo = 2)),
cbind (date
c(710:910) ,redondeo = 2)))

mediaDB <- cbind (mediaDB,
colnames (mediaDB) <- c(“date”,

c(350:550)
= “09Feb2018”,mediaBYvas (1listDB

after
“VaSO",

= “16Mar2018”,mediaBYvas (1istDB
= “17Nov2017”,mediaBYvas (1listDB
= “20Sep2018”,mediaBYvas (1istDB

= “22Feb2018”,mediaBYvas (1istDB

= “16Mar2018”,mediaBYvas (1listDB
= “17Nov2017”,mediaBYvas (1istDB
= “20Sep2018”,mediaBYvas (1istDB

= “22Feb2018”,mediaBYvas (1listDB

, redondeo

, redondeo

= 2))/
= list 09Feb2018, rango

list 16Mar2018, rango

= list 17Nov2017, rango

list 20Sep2018, rango
= list 22Feb2018, rango
mediaBYvas (listDB =

=2)),
= list 09Feb2018, rango

list 16Mar2018, rango

= list 17Nov2017,rango

list 20Sep2018, rango

list 22Feb2018, rango

= mediaDB2Smedia)

“before”,

“after”)

mediaDB$dif <- mediaDBSafter - mediaDBS$before
mediaDBS$dif.escal <- mediaDBS$dif/mediaDBSbefore

mediaDBS$sen.45 <- mediaDB$dif*0.7071
mediaDBS$sen.45.escal <- mediaDBS$dif.escal*0.7071

recta de 45°

mediaDB <- mediaDB[which (mediaDBS$dif.escal

(
fac <- character (length =
for(i in l:nrow (mediaDB))

{

if (mediaDBSdif[i] > 0) {
fac[i] <- “UP”

} else {

fac[i] <- “DOWN”

}

}
mediaDB <- cbind (mediaDB,

plot (x = mediaDBSbefore,
y = mediaDBSafter,
ylim = c¢(0,20),

fac)

ANEXOS

nrow (mediaDB) )

!= Inf),]

NN DN

)
)
)

2)

# pendiente de la recta de 45°
# pendiente de la

y luego la ordenaremos
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x1lim = ¢ (0,20))

points (x = mediaDB$before[mediaDB$date == “09Feb2018”], y =
mediaDBS$after [mediaDB$date == “09Feb2018”], col = “purple”, pch = 13)
points (x = mediaDB$before[mediaDBSdate == “22Feb2018”], y =
mediaDBSafter [mediaDBS$date == “22Feb2018”], col = “orange”, pch = 11)

# angulo de linea de tendencia de control

++++++++ R

control <- subset(x = mediaDB,

subset = date == “22Feb2018” & dif.escal < 0.5 & dif.escal > -0.5)
fit <- Im(control$after~control$Sbefore)

summary (fit)

# a <- (3*seqg(1,10,0.1))

# b <- (4*(seq(1,10,0.1)))

# fit <- 1lm(a~b)

angulo <- fitScoefficients[2]

angulo <- atan (angulo) *180/pi

#

++++++++++HHH+ R
++

mediaDB.sele <- subset (x = mediaDB,

subset = (date == “09Feb2018” | date == “22Feb2018”) & dif.escal != Inf
& dif.escal < 0.5 & dif.escal > -0.5 )

mediaDB.sele$date <- droplevels (mediaDB.sele$date)
mediaDB.sele$sen.45.sq <- (mediaDB.seleS$sen.45)"2
mediaDB.sele$sen.45.root <- (mediaDB.seleS$sen.45.sq) " (1/2)
mediaDB.seleS$dif.escal.abs <- abs (mediaDB.sele$Sdif.escal)
mediaDB.sele$d <- cos(angulo*pi/180) * (mediaDB.seleSafter -
(mediaDB.seleSbefore * tan(angulo*pi/180)))
mediaDB.seleS$d.escal <- mediaDB.seleS$Sd/mediaDB.seleS$Sbefore
myData <- aggregate (mediaDB.seleS$sen.45.root,

by = list(date = mediaDB.seleS$date, fac = mediaDB.seleS$fac),
FUN = function(x) c(mean = mean(x), sd = sd(x),

n = length(x)))

myData <- aggregate (mediaDB.seleS$Sdif.escal.abs,

by = list(date = mediaDB.seleS$Sdate, fac = mediaDB.seleS$fac),
FUN = function(x) c(mean = mean(x), sd = sd(x), n = length(x)))
myData <- aggregate (mediaDB.seleS$d.escal,

by = list(date = mediaDB.seleS$Sdate, fac = mediaDB.seleS$fac),
FUN = function(x) c(mean = mean(x), sd = sd(x), n = length(x)))
myData <- do.call(data.frame, myData)

myData$se <- myData$x.sd / sqgrt (myData$x.n)

colnames (myData) <- c(“date”, “fac”, “mean”, “sd”, “n”, %“se”)
pdf (file = paste(getwd(), “vasodinamic.pdf”, sep = “/graphic/”),
paper = “USr”)

barCenters <- barplot (height = myDataS$mean,

names.arg = pastel (myData$date,myDatas$fac),

beside = TRUE,

las = 2,

ylim = ¢(-0.3,0.25),

cex.names = 0.75,

xaxt = “n”

main = “Vasondinamic”,
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ylab = “| (before-after)|”,
border = “black”, axes = TRUE)

# Specify the groupings. We use srt = 45 for a

# 45 degree string rotation

text (x = barCenters, y = par(Musr”) [3], srt = 45,

adj = 1, labels = pastel(myData$date,myData$fac), xpd = TRUE)
segments (barCenters, myData$mean - myData$se * 2, barCenters,
myData$mean + myData$se * 2, lwd = 1.5)

arrows (barCenters, myData$mean - myData$se * 2, barCenters,
myData$mean + myData$se * 2, 1lwd = 1.5, angle = 90,

code = 3, length = 0.05)

stripchart (mediaDB.sele$d.escal~mediaDB.seleSdate+mediaDB.sele$fac,
add = TRUE, pch = 16, method = “jitter”, vertical = TRUE)

dev.off ()

# Pruebas de normalidad de la muestra

shapiro.test (unlist (subset (x = mediaDB.sele, subset = date ==
“22Feb2018” & fac == “UP”, select = d.escal))) # p>0.05 entonces se
acepta normalidad

shapiro.test (unlist (subset (x = mediaDB.sele, subset = date ==

“22Feb2018” & fac == “DOWN”, select = d.escal))) # p>0.05 entonces se
acepta normalidad

shapiro.test (unlist (subset (x = mediaDB.sele, subset = date ==
“09Feb2018” & fac == “UP”, select = d.escal))) # p>0.05 entonces se

acepta normalidad

shapiro.test (unlist (subset (x = mediaDB.sele, subset = date ==
“09Feb2018” & fac == “DOWN”, select = d.escal))) # p>0.05 entonces se
acepta normalidad

tapply (mediaDB.sele$sen.45.root, mediaDB.sele$date, mean)

t.test ((mediaDB.sele$d.escal [mediaDB.sele$Sfac ==

“UP”])~ (mediaDB.sele$date [mediaDB.sele$Sfac == “UP”]))
t.test ((mediaDB.seleS$d.escal [mediaDB.sele$Sfac ==
“DOWN”])~ (mediaDB.seleSdate[mediaDB.seleSfac == “DOWN”]))
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Anexo XI: Calculo de la distancia del punto a la linea de tendencia
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zg=cosa(y;—y) (D
Siy' = tana (x;) (2)
Entonces reemplazando (2)en (1):
z; = cosa (y; — tana (x))

Donde:

- z; = la distancia del punto definido por (xi,yi) a un punto en la linea de tendencia
definido por (x0,yo).

- x; = es el diametro del vaso i durante la oclusion.

- yi=es el diametro del vaso i durante la reperfusion.

- o =-es el angulo de la linea de tendencia, calculado a partir del arco tangente de la
pendiente de la regresion lineal de la correlacion del diametro de los vasos en el

experimento control.
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Anexo XII: Supervivencia a las 24 horas
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Anexo XIII: Tiempo de oclusion de la arteria cerebral media
Comparacion de los tiempos de oclusion de la arteria cerebral media entre los diferentes

grupos de tratamiento.
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Anexo XIV: Bastidor movil acoplable al microscopio de dos fotones para técnica de
microscopia intra vital por ventana intracraneal.
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) has long been connected to the development
of tissue lesion following ischemic stroke. Contradictory findings efther situate VEGF
as a promoter of large infarct volumes or as a potential attenuator of damage due
to its well documented neuroprotective capability. The core of this discrepancy mostly
lies on the substantial number of pleiotropic functions driven by VEGE. Mechanistically,
these effects are activated through several VEGF receptors for which various closely
related ligands exist. Here, we tested In an experimental model of stroke how the
differential activation of VEGF receptors 1 and 2 would modify functional and histological
outcomes in the acule phase post-ischemia. We also assessed whether VEGF-
mediated responses would involve the modulation of inflammatory mechanisms and
how this trophic factor acted specifically on neuronal receptors. We produced ischemic
Infarcts in adult rats by transiently occluding the middie cerebral artery and induced
the pharmacological Inhibition of VEGF receptors by Lo.v. administration of the specific
VEGFR2 inhibitor SU1498 and the pan-VEGFR blocker Axitinib. We evaluated the
neurclogical performance of animals at 24 h following stroke and the occurmence of
braln infarctions analyzed at the gross metabolic and neuronal viability levels. We
dlso assessed the induction of peripheral pro- and anti-inflammatory cytokines in the
cerebrospinal fluld and blood and assessed the polarization of activated microglia.
Finafly, we studied the direct Involvement of cortical neuronal receptors for VEGF
with in wifro assays of excitotoxic damage. Preferential VEGFR1 activation by the
endogenous ligand promotes neurcnal protection and prevents the presentation of
large volume Infarcts that highly comrelate with neurological performance, while the
concomitant activation of VEGFR2 reduces this effect, even in the presence of
exogenous ligand. This process partially involves the polarization of microglia to the
state M2. At the celular level, neurons also responded better fo the preferential
activation of VEGFR1 when challenged to N-methyl-D-aspartate-induced excltotoxicity.
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VEGFRT -Dapamdant Meurcorofaction in Stroke

Endegencous activation of VEGFR2 hinders the neuroprotective nnechanisms mediated
by the activation of VEGFR1, The selective modulation of these concurrent processes
mignt enable the development of therapeutic approaches that target specific VEGFR1-
mediated signaling during the acute phase post-stroke.

Keywords: Axitinib, ischemia, MCAOQ, stroke, SU1488, VEGF, VEGFR1, VEGFR2

INTRODUCTION

The neuroprotective that drive
endogenous adaptive responses to injury in the central nervous
system (CNS) are mostly unknown, and their elucidation would
ideally open new avenues for rehabilitation. A very promising
process to target therapeutically is driven by vascular endothelial
growth factor A (VEGF), which has long been implicated
in the regulation of several events that take place following
ischemic stroke, the leading cause of acquired disability in the
developed world.

VEGF regulates a series of molecular processes that allow
tissue to adapt to the conditions that prevail after stroke, such
as neurovascular remodeling and repair, neuroprotection, brain
plasticity and the recruitment and proliferation of neuronal
precursars { Zhang et al.. 2000; Ma et al., 2012; Drietho et al.. 2013
Greenberg and Jin, 2013). However, VEGF is also responsible
for some damaging processes, such as cercbral edema and
exacerbated blood-brain barrier leakage (Eliceiri et al., 1999; van
Bruggen et al., 1999; Paul et al, 2001; Weis and Cheresh, 2005;
Kim et al., 2018; Wu et al., 2018), Such opposing findings have,
thus far, impeded the utilization of VEGF in a clinical setting
atmed at alleviating the sequels of ischemic stroke.

WEGEF acts by activating tyrosine kinase receptors 1 (VEGFRIL,
also known as FMS-like tyrosine kinase; Fltl) and 2 (VEGFR2,
also known as kinase domain receptor; KRD, and fetal liver
kinase 1; Flk-1). Both receptors are structurally closely related,
gach composed with seven immunoglobulin-like domains on
the extracellular portion, a transmembrane motif. and an
intracellular tyrosine kinase domain with conserved tyrosine
phosphorylation sites (Grassot et al, 2006; Rahimi, 2006;
Simons et al, 2016), although the ultimate biological actions
driven by these receptors individually are somewhat different.
Traditionally, VEGFR2 has been considered the canonical
receptor for VEGF (Geiseler and Morland, 2018), and for a very
long time, VEGFR1 has been thought to function as a decoy
signal that counter-regulates VEGFR2 actions by sequestering the
ligand, thus reducing its availability to binding VEGFR2 (Park
et al., 1994; Meyer et al,, 2006). Also, VEGFRI is preferably
activated by other members of the VEGF family, such as VEGF-B
{Olsson et al., 2006).

An open question in all these molecular events is whether
VEGF can also modulate the neuroinflammation elicited by
ischemia (Geiseler and Morland, 2018). Neuroinflammation is
an important component of the pathophysiology of stroke and
other neurodegenerative processes where microglia, the resident
macrophages of the CNS, play a central role.

Here we studied the mechanisms of VEGF-mediated
neuroprotection in the acute phase of stroke using an @ vivo

molecular mechanisms

model produced by the transitory occlusion of the middle
cerebral artery in the rat (MCAQ). The i.cv. administration of
VEGF in the early phase after stroke results in a significant
reduction of infarct volume and increased neuronal survival. We
found that if VEGFRI gets preferably activated when VEGFR2
is inhibited, there is a reduction of infarct velume and edema,
and an increase of neuronal survival and neurological outcome.
Given the role of VEGFR] on microglial responses to altered
brain homeostasis, the underlying mechanisms of the VEGFRI-
mediated protection partially involve also the modulation of
the inflammatory response and microglial polarization to a
neuroprotector phenotype. These results point toward VEGFR1
as an attractive therapeutic target for stroke.

MATERIALS AND METHODS

Animals

In this study, we used young (1.5 months old; 270-290 g)
Wistar rats that were subjected to MCAQ as described below.
Animals were housed in individual cages in a 12 h light/dark
cycle with food and water ad fibiturn. All rats were killed
at 24 h during the acute phase post-stroke. All experimental
procedures were conducted under the current Mexican law for
the use and care of laboratory animals (NOM-062-Z00-1999)
with the approval of the Institutional Animal Care and Use
Committee { CICUAL-TFC-LTR93-16).

Study Design

Animals were randomly divided into seven groups with an
n = 10-13 for MCAO groups and 7 shams. The sample size was
calculated @ priori to detect a medium Cohen's d effect size > 0.3,
fi power of 0.8 and significance of 0.05. Mortality rate was
assumed to be 0.4 based on pilot experiments. These parameters
were chosen to reduce the number of animals used. Inclusion
criteria in analyzes considered the reduction of blood perfusion
below 50% of basal values, which roughly corresponds to the
effect of occluding the common carotid artery, no immediate
recovery of reperfusion (above 50% baseline values within 3 min),
total occlusion time between 90-95 min, absence of subarachnoid
or intraparenchymal hemorrhages and survival at 24 h after
stroke. This study is limited to assess effects on males,

MCAO

Rats were put under isoflurane anesthesia (5% for induction
followed by <1.5% during surgery) with oxygen as the carrier.
Normal ventilation was autonomously naaintained. Focal cerebral
ischemia was induced with the Longa method (Longs et al.
1989) using a nylon monofilament with a silicone-dipped tip
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(403734, Doccol, Sharon, MA, United States) that was inserted
in a stump created by cutting the ligated left external carotid
artery and intraluminally advanced through the internal carotid
artery until it reached and occluded the MCA at its inception
in the Circle of Willis. MCA occlusion was kept for 90 min
after which the monofilament was removed. Body temperature
was maintained at 37°C with a heating pad for the duration
of surgery. At the end of the procedure, the skin of the neck
was sutured, and rats were returned to their cages. During the
entire experimental procedure, the cerebral blood flow (CBF) was
monitored in the territory irrigated by MCA with laser-Doppler
flowmetry. For this, the parietal skull bone was thinned using
a small mototool drill bit (Dremel, Racine, WI, United States)
and a probe holder was glued onto it at stereotaxic coordinates
(AP —1.5 L +3.5 from Bregma). A laser-Doppler probe {model
407, Perimed, Jarfilla, Sweden) was inserted into the holder
and connected to a Periflux System 5010 (Perimed). CBF was
continuously monitored with an acquisition interval of (1.3 susing
the Perisoft software (Perimed).

Administration of VEGF and

Pharmacological Inhibitors

VEGF and the VEGFRs inhibitors: were administered by
intracerebroventricular (i.cv.) injections in the corresponding
animal groups 30 min after intraluminal filament removal,
which marked the beginning of reperfusion, with the following
stereotaxic coordinates: AP —0.8 and L —1.5 from Bregma and V
-4 from dura matter. Injections were performed with graduated
glass microcapillary pipettes that were pulled to produce a
tip < 50 pm in diameter (McCluskey et al, 2008) at a flux
rate of 0.8 pL/min. Because of the non-polar nature of the
inhibitors used in this study, we injected a corresponding volume
of DMSO in all experimental groups to control for DMSO
possible effects. Control sham- and MCAO-operated animals
were injected with vehicle solutions consisting of 2 uL DMSO
followed by 2 pL 0.1% BSA (4 pL final volume). Recombinant
rat VEGF-Aysy (Sigma) was prepared in a 0.1% BSA at a final
concentration of 25 ng/pl, 2 pL VEGE were injected followed
by 2 pL DMSO. SU1498 and Axitinib (both from Sigma) were
prepared in DMSO at a concentration of 6.4 mM. Two pL of
each inhibitor were administered in the corresponding groups
followed by 2 pL 0.1% BSA or 25 ng/ul VEGF depending on
the experimental condition.

Infarct Volume Calculation

Animals were sedated with sodium pentobarbital and
transcardially perfused with 200 mL 09% NaCl at 4°C,
after which brains were collecied and immediately sectioned
into seven coronal slices (2 mm thick) that were incubated
in 2% 235-triphenyltetrazolium chloride {TTC) at 37°C for
10 min. Images of sections were digitally acquired with a
Lexmark scanner (Lexmark X2650, Lexmark, Canada) wusing
Imaging Studio software (Lexmark, Canada). The infarcted and
individual hemisphere areas of each section were measured with
a semi-automatized macro routine executed in Fiji (Fiji-Imagel,
version 1.52i, NIH, United States) (Schindelin et al, 2012).

Infarct volume was then calculated and corrected for edema with
the following formula:

w=E[(*5)!

Where 1V is the volume of infarct in mm?, n is the number
of sections, c/HA is the area of the contralateral hemisphere in
mm?, [A is the area of the damaged tissue in mm”, {{HA is the
area of ipsilateral hemisphere in mm?, and t is the thickness of
each section in mm.

Post-stroke Neuronal Viability Evaluation
For histological analyses, three rats per group were transcardially
perfused with 200 mL ice-cold 0.9% NaCl followed by 250 mL
ice-cold 4% paraformaldehyde (PFA). Brains were collected and
post-fixed in 4% PFA for 24 h and then cryoprotected in 30%
sucrose. Whole PFA-fixed brains were cut into 40 pm thick
sections in a cryostat to produce 10 series of consecutive sections
that were 400 pm apart. An entire series was mounted on
gelatin-coated slides and stained with 1% cresyl violet. Digital
images of a section series were acquired in an Olympus IN71
microscope with a 20X magnification using a 12 Megapixel
Evolution UVF camera {(Media Cybernetics, Buckinghamshire,
United Kingdom}. Images were processed in Image-Pro Plus 6.0
{Media Cybernetics). Soma diameters and shapes of pyramidal
neurons within an area of 250 = 350 pm in layers [V and V of
the somatosensory cortex in 3 consecutive sections were analyzed
with an automatized macro routine executed in Fiji. Healthy
cells were defined by circularity values of 0.47 — 0.88 and area
of 30 - 250 pm’. Neuronal viability is reported as a surviyal
index, which was calculated from each count of ipsilateral live
neurons expressed as a proportion of the count in the respective
contralateral area. The resulting values were normalized to the
pooled indexes of the sham group. This algorithm is calculated
with the following formula:

)
/r 5 (ZEL: LS“S“))

Where SI is the survival index, C¥ is the number of live neurons
in the ipsilateral side, C% is the number of live neurons in the
respective confraternal side, n is the number of coronal sections
analyzed for each brain,  is the number of animals analyzed per
experimental group, 8 is the number of neurons in the left side
of the sham group, 57 is the number of neurons in the right side
of the sham group and, m is the number of sections analyzed for
each sham brain and pis the number of sham rats. No statistical
differences were detected in absolute numbers of live neurons
among contralateral sides across experimental groups.
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VEGFRT -Dependent Neuropretection in Siroks

Behavioral Testing

Animals were evaluated with a battery of neurological tests to
assess sensorimotor deficits 24 h after stroke. The severity of
functional deficits was scored by assessing eight items described
in Table 1 with slight modifications from previous reporis
{Matisson et al, 1997; Schallert et al., 2000; Burguete et al, 2006
Zhang et al, 2015), Maximum score (32 total) was assigned
to animals without neurological deficits. All evaluations were
cross-validated by a trained observer blinded to the experimental
treatment that analyzed recorded videos of the tests.

Peripheral Cytokines Determination

Blood samples were obtained by cardiac puncture right before
transcardial perfusion to determine circulating cytokine levels
24 h after stroke. Plasma was prepared from blood by adding
50 pL/mL 0.5 M EDTA and samples were stored at —80°C
until used. Cytokine detection was carried out with a custom-
made rat cytokine/chemokine magnetic bead Milliplex MAP
panel (Millipore, Temecula, CA, United States) following
the manufacturer instructions. A 96-well plate was used to
simultaneously determine the concentrations of IL-15, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17, TNF-a, CCL11, INFy, CX3CLIL,
MIP-1a, and VEGF. The plate was read on a MAGPIX
system (EMD Millipore, Darmstadt, Germany). Results were
analyzed using the xPONENT software (Luminex, Madison,
WI, United States). Standards of 200-16,000 pg/mL were used
for generating the corresponding concentration curve of each
analyte. Determinations were done in duplicates per biological
replic.:lte {m— 3

Cytokine mRNA Expression

Cytokine mBENA levels were determined 24 h after stroke by real-
time quantitative PCR (RT-qPCR). For this, 1 mL of blood was
combined with 50 L 0.5 M EDTA and 10 mL of red blood cells
lysis buffer (155 mM NH4Cl, 12 mM NaCOs, 0.1M EDTA, pH
7). Samples were centrifuged at 1,900 x g for 8 min at RT in
a Sorvall ST8 centrifuge (Thermo Fisher Scientific. Karlsruhe,
Germany) to obtain white blood cells pellet. Total RNA was
isolated with 5:1 TRIzol ( Ambion Life Technologies. Austin, TX,
United States)-chloroform by phase separation centrifugation
at 12,000 =x g for 15 min at 4°C. RNA was precipitated in
500 p L isopropanol and washed in 75% ethanol. After air-drying,
the pellet was reconstituted in ENAse and DNAse free ultra-
pure water (Thermo Scientific). RNA concentration and purity
were assessed using OD 260/280 ratios and gel electrophoresis.
RT-gPCR was performed with One-step NZ¥Speed RT-gPCR
Green lat, ROX (nzyTECH, Lisbon, Portugal) according to
the manufacturer directions. RT-gPCRs were run in 96-well
plates in an Applied Biosystems StepOne RT-gPCR System
{Thermo Fisher) with the following parameters: 20 min reverse
transcription at 50°C, 2 min cDNA denaturing at 95°C, 40 cycles
of 5 5 denaturation at 95°C, 30 s annealingfamplification at
61°C. Relative quantification of gene expression was performed
asing the 24T method, with glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase as a reference gene. Melting curve analyzes and
gel electrophoresis evaluation of the RT-qPCR products were

routinely performed to determine the specificity of the RT-

gPCR reaction. Primer information for each gene is contained

in Table 2.

Immunohistochemistry and Confocal

Microscopy

PFA-fixed brain sections containing infarct core and penumbra
were blocked with 5% bovine serum albumin in Tris-buffered
saline with 0.5% w/v Triton X-100 (TBS5-T) and incubated with
anti-Tha-1 (1:200; Wako, Richmond, VA, United States) and
anti-arginase-1 antibodies (1:200; Invitrogen) for 48 h. Sections
were washed three times with TBS followed by 2 h incubation
at BT with Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse and Alexa
546-conjugated anti-rabbit antibodies (1:2000 each; Invitrogen,
Carlshad, CA, United States) in TBS. Images were obtained in
a Zeiss LSM 800 confocal microscope using a 63X objective.
An average of 45 optical slices was obtained every 0.5 pm for
each Z-stack.

Cortical Neuronal Cultures

Cortical neuronal cultures were prepared from embryonic day
17 Wistar rats as previously described (Tovar-y-Romo et al,
2012). Briefly, cortices were isolated and trypsinized, and cells
were dissociated by trituration in a Cal* and Mg?+ free Hanks'
balanced salt solution (Gibeo, Carlsbad, CA, United States),
Neurons were plated at a density of 1.3 = 10° cells/em? in
polyethyleneimine-coated 24-well plates in Neurobasal medium
supplemented with B-27 (Gibco) and 1% antibiotic/antimycotic
solution (104 U of penicillin G/ml, 10 mg of streptomycin/ml,
and 25 yg of amphotericin B/ml} (Sigma). Ten wM cytosine f—
D-arabinofuranoside (Sigma) was added on DIV 3 to prevent the
proliferation of astrocytes.

Immunofluorescent staining was performed in cells plated
on glass coverslips and fixed with 100% methanol for 10 min
at —20°C on DIV 7. Neurons were incubated with anti-
VEGFRI] or anti-VEGFRZ (1:100 each, LifeSpan Biosciences,
Seattle, WA, United States) and anti-microtubule-associated
protein 2 (MAP2; 1:100, Sigma) overnight at 4°C. Labeled cells
were incubated with Alexa Fluor 546- and Alexa Fluor 488-
conjugated antibodies (1:200 each, Life Technologies), for 1 h
at RT, after three washes, neurons were incubated with DAPI
for 5 min and mounted on glass slides. Cells were imaged with
confocal microscopy as described above with a 40X objective.
An average of 30 optical slices was obtained every 0.5 pm for
each Z-stack.

Cortical Neurons Excitotoxicity Assays

Neuronal cultures were challenged on DIV 11 with 1, 10, or
100 pM NMDA + I M glycine for 24 h to induce excitotoxic
damage or neuronal death. Rat recombinant VEGF-Ajeg was
added to some experimental wells at a concentration of 10 ng/mL
for 24 h. In some experiments, we added, 2 pM SUI498
or 2 pM Axitinib for the same time. Neuronal viability was
inferred from metabolic activity determined by standard 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
reduction. For this, neurons were incubated with 0.1 mg/mL
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MTT for 2 h at 37°C at the end of the analyzed period.
Media was removed, and formazan precipitations were dissolved
in a 4 mM HCl isopropanal solution. The absorbance of
cell debris-free supernatants was read in a spectrophotometer
{Beckman Coulter) with a 570 nm wavelength. Data are
presented as percentage relative to the absorbance of control
conditions. In some experimental conditions we corroborated
neuronal viability with the life/dead fluorescence assay (Thermo
Fisher Scientific) that stain live cells with calcein AM (green)
and dead cells with ethidium homodimer-1 (red), following
manufacturers directions.

In an independent series of experiments, neurons were
subjected to the same conditions and dendritic spines
were stained with the Neurite Outgrowth Staining kit (Life
Technelogies, Carlsbad, CA, United S5tates) following the
manufacturer directions. Briefly, neurons plated on glass
coverslips were fixed with 3.7% PFA for 30 min at RT, and
1X bright orange-fluorescent dye was added to stain the outer
cell membrane surfaces. After incubation with a background
suppression solution, coverslips were mounted on glass slides
with a permanent mounting medium with antifading agents
(DAKO, Santa Clara, CA, United States). Dendritic branches
were visualized using a Leica DMIOOD microscope under
epifluorescence illumination (568-nm excitation and 580-nm
emission) with a 40X objective. A minimum of 10 neurons from
3 independent experiments was analyred for each condition. The
number of dendritic spines, defined as thin protrusions emerging
from dendritic processes, extending from two to five primary
dendrites/neuron was quantified for a distance of approximately
20 pm from the cell soma. Neurite lengths and spine numbers
were quantified with Image] (NIH, United States). Spine density
across all measured dendritic segments was normalized to the
length of the primary dendrite.

Statistics

R- Feather Spray version 3.5.1, (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria) was used to analyze all data
from in vivo experiments. Normal distribution in each data set
was corroborated using the Shapiro-Wilk normality test. Data
were tested by one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by Tukey post hoc test. Data were considered significant at
a = 0.05 level. All data are shown as mean + 2SI, For in vitro
experiments without normal distribution we did a Kruskal-
‘Wallis, followed by Dunn post hoc test. Results are expressed
as mean + SEM.

RESULTS

VEGF Mediates Neuroprotection in the
Acute Phase of Stroke

There are contradictory findings on the neuroprotective effects
of VEGF in stroke. Most of the reported discrepancies can
be grounded on time, dose and route of administration of
exogenous VEGF in several models of stroke (Ma et al.. 2012;
Tovar-y-Romo et al., 2018). Because of this, we first tested the
effect of administering a single bolus of 50 ng rat recombinant

VEGF-Ajgq by Lov. injection 30 min after the beginning of
reperfusion (Figure 1), the dose was chosen based on pilot
experiments, and also on a previous study showing that this
dose and method of administration is protective in other models
of neurodegeneration (Tovar-y-Romo and Tapia, 2012). This
protocol was carried out using a pulled glass microcapillary
pipette to minimize mechanical damage in order to prevent the
activation of inflammatory processes merely associated with the
injection procedure. Twenty four hours after stroke, animals
were evaluated in a series of neurobehavioral and motor tasks
to determine the level of neurological alterations produced
by the stroke (Figure 1A). Animals that were injected with
vehicle only (DMSO + 0.1% BSA; 4 pl) showed a noticeable
weakness and impaired movement of the lesioned side forelimb.
These animals were unable to climb a grid and support
their body weight and had a noticeable difficulty rising when
placed on their sides, plus ~60% of animals had epileptiform
seizures, mostly represented by tonic-clonic convulsions, barrel
rolls and running fts. Stroked rats also displayed signs of
neuropathic pain when stimulated by slightly poking the affected
flank. Administration of 50 ng recombinant VEGF at the
beginning of reperfusion did not improve significantly the
neurological deficits presented after stroke and also failed to
prevent setzures.

Nonetheless, VEGF did reduce infarct volumes by about
20% in comparison to the group that received wehicle only
(Figures 1B,C). Moreover, neuronal viability was also preserved
as revealed by analyzing the somatosensory region of the parietal
cortex, in which ~50% neurons remain alive at 24 h post-stroke
(Figures 1D,E). Therefore, with this experimental settings, we
found a condition in which exogenous VEGF did produce a
protective impact on brain tissue without translating into a better
neurobehavioral outcome at this short time point after stroke.

VEGFR2 Activation Hinders
VEGFR1-Driven Neuroprotection Elicited
by Endogenous Ligand in the Acute

Phase Post-stroke

It has been known for a long time that VEGF synthesis is
upregulated by ischemia immediately after an experimental
stroke (Hayashi et al, 1997 Plate et al, 1999; Hai et al,
2003), and this phenomenon has also been reported to occur
in human patients {Issa et al, 1999), It is suspected that such
VEGF increase is mechanistically involved in neuroprotection.
Considering the large body of evidence that invelves VEGFR2
participation in neuroprotection (Olsson et al., 2006; Tovar-y-
Romeo et al., 2016; Geiseler and Morland, 2018), we set out to
determine whether VEGFR2 would be primordially responsible
for the protection seen here. For this, we administered i.cv.
13 nmoles of SU1498, a selective VEGFR2 inhibitor (Strawn et al,,
1996), 30 min after the beginning of reperfusion and analyzed
the overall effects of this procedure 24 h after stroke. Animals
in this group displayed signs of neurological deficits mainly
characterized by paresis of the lesioned forelimb. However, all
animals in this group performed better in the neurological tests
and showed significantly fewer alterations than rats that were
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administered with vehicle alone (Figures 2A, 3). Furthermore,
co-administration of VEGFR2 antagonist together with a bolus
of 50 ng exogenous agonist also resulted in a noticeable
improvement in neurological function as compared to animals
that received vehicle alone but also to the group that was
administered with VEGE, which displayed better recoveries
{Figures 24, 3) - thus pointing to a VEGFR2-independent effect
driven by the endogenous ligand.

Given the lack of a specific pharmacological inhibitor of
VEGFR!, we employed the general VEGFR inhibitor Axitinib
that blocks all VEGF receptors (Inai et al., 2004). The MCAO
group that received 13 nmoles of Axitinib at 30 min of the
beginning of reperfusion presented exacerbated neurological
symptoms described above that were followed by a lethargic
state in which animals laid on their right side. As expected,
infarct volumes in this group were large and comparable
to the vehicle group (Figures 1B,C, 2B,C). Finally, blocking
all VEGFRs prevented any protection mediated by the Lcov.
administration of exogenous VEGF and animals displayed

neurological impairments characteristic of large infarctions
{Figures 2A-C). Brain damage seen in TTC stainings in this
group was of proportions similar to the ones seen in the control
untreated group (Figures 2B,C). Accordingly, neuronal death
was reduced in the animals that received SU1498 alone or in
combination with VEGF and was increased in animals treated
with Axitinib ( Figures 2I),E).

Correlating the neurological performance of animals 24 h
after stroke to the extent of brain tissue damage allowed us to
clearly segregate groups by experimental treatment and show that
blocking VEGFR2 and potentiating the activation of VEGFRI by
the administration of exogenous ligand, afforded the best level
of neurapratection, closely followed by only blocking VEGFR2
(Figure 3). This analysis shows a strong correlation of R* = 0.8747
witha p=3.33 x 107!, The sole administration of the exogenous
ligand, while still protective, does not result in a very different
outcome as compared to all the non-protected experimental
conditions, in which we either not treated animals or inhibited
all VEGFRs (Figure 3),
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VEGFR1-Mediated Neuroprotection
Partially Involves M2 Polarization of
Microglia With a Minimal Discernible
Impact on Systemic Markers of
Inflammation

VEGF drives the migration of macrophages and microglia to the
damaged CNS through VEGFR1-mediated signaling (Forstreuter
et al., 2002; Hoang et al,, 2013; Lelli et al, 2013). Therefore,
we decided to study whether the neuroprotection exerted by
the preferential activation of VEGFRI would also involve the
modulation of neuroinflammatory processes. We first assessed
changes in inflammatory markers, both in CSF and in plasma,
at 24 h post-siroke. We analyzed the content of 1L-1f, TL-4, TL-
6, IL-10, IL-12p70, IL-17, TNF-a, CCL11, INFy, CX3CL1, and
MIP-la with a multiplex array for these cytokines in samples
collected prior transcardial perfusion. None of the detected
cytokines in CSF (IL-1f, INFy, CXCL-3) showed a significant
change compared to the values seen in the vehicle-treated

group (Figure 4A). Likewise, for most of the peripheral markers
of inflammation that produced a readable measurement in
plasma, we did not find differences among experimental groups.
However, we detected with this array that the inhibition of all
VEGFRs with Axitinib blunted the release of peripheral markers
of inflammation IL-12, TNFa, and CCL11. This blockade did
not happen to the same degree when we selectively inhibited
VEGFR2 (Figure 4B). Since under our experimental conditions
we were not able 1o have reliable measurements of peripheral
IL-1B, IL-6, and TGFB, which have been previously identified
as central players of the neurcinflammatory processes that
happen after stroke, we decided to evaluate the levels of
transcriptional expression of these cytokines in white blood
cells collected 24 h after stroke. With RT-qPCR analyses,
we determined that there are no significant changes in the
level of transcription for neither of these molecules at the
time point of our investigations and that VEGF or its
receptors are not modifiers of these molecular responses
(Figures 4C-E).
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Next, we looked into the polarization of microglial cells
to the anti-infllmmatory phenotype M2, which is known
to occur in the first 24 h after stroke (Ho et al, 2012).
For this, we co-stained brain sections for the microglial
marker Iba-1 and the M2 marker arginase-1. Strikingly,
resting state morphologically looking microglia were found
to express arginase-1 in sham animals at 24 h of transiently
occluding the common carotid artery (Figure 5). In the
control MCAO group, microglia in the lesioned cortical region
looked morphologically activated, mainly with shortened cellular
processes and rounded somas but cells in these regions lacked
the expression of arginase-1. VEGF-treated animals, however,
showed activated microglia expressing the M2 polarization
marker and this was also the scenario in the groups treated
with the VEGFR2 inhibitor SU1498 with and without VEGF.
In the case of animals injecied with Axitinib, we found
fewer activated microglia expressing arginase-1, suggesting that
VEGFRI blockade also reduced the polarization of microglia to
the anti-inflammatory phenotype.

VEGF Acts Directly on Neurons Through

the Activation of VEGFR1

In the last part of our study, we analyzed whether the effects of
preferentially activating VEGFR] and the neuroprotection seen
in the in vivo model of ischemic stroke were derived from the
direct stimulation of neuronal receptors. Using an in vitro model
of cultured cortical neurons we first determined the expression
of both, VEGFR1 and VEGFR2 in these cells. Figure 6A shows

the expression of both TRKs at 7 DIV, specifically in neurons.
Expression of both receptors is clear in neuronal somas as well
as in neurites. Then, we tested whether the addition of VEGF
to neuronal cultures could rescue neurons from excitotoxicity,
one of the primary mechanisms underlying neuronal death after
ischemia. For this, we incubated the neurons with different
concentrations of the glutamatergic agonist NMDA for 24 h in
the same culture media in which cells were grown for 11 days.
At the lowest concentration assayed (1 M), neuronal death
is mot apparent and increasing the concentration of NMDA
to 10, and 100 uM gradually increased the level of neuronal
death (Figures 6B,C). Addition of 10 ng/mL. recombinant VEGF
reduced in about 20% the loss of metabolic activity in the
neuronal cultures, which relates to the overall health of the cells
and their survivahility,

Even though the lower concentrations of NMDA tested here
did not produce a substantial decrease of neuronal viability,
neurons exposed to these conditions developed morphological
signs of structural damage, mainly characterized by dendritic
spine loss. Addition of VEGF to the culture media also prevented
this morphological change and preserved spine structures
although it did not modify the length of primary neurites
(Figures 6D-F). With these experiments. we showed that VEGF
executes trophic effects on cortical neurons to allow them to
grow healthy in culture and make them less susceptible to
excitotoxic death.

Finally, in an independent set of experiments, we tested the
role of VEGFR1 and VEGFR2 in driving the pro-survival effects.
Strikingly, blocking VEGFR2 activation by addition of SU1498
also resulted in a significant increase in neuronal protection,
which was further potentiated by the co-administration of VEGF
(Figure 6G). By contrast, inhibiting the activation of both
receptors with Axitinib prevented entirely the neuroprotection
exerted by VEGF (Figure 6G). These results replicated well the
effects that we described first with the in vivo model, therefore,
proving that the mechanisms of protection seen partially
encompassed a direct involvement of neuronal receptors.

DISCUSSION

Since VEGF is a molecule with pleiotropic actions that can
execute its functions by binding a number of different recepiors,
the exact role of VEGF increased expression after stroke in
neuroprotective mechanisms has been the core of a controversy,
The prevailing idea on the dual effects exerted by VEGF
states that the dominant actions of this trophic factor, whether
neuroprotective or detrimental, are chiefly dictated by the timing,
dosage, and route of administration in experimental models of
stroke (Wittko-Schneider ¢t al., 2013 Geiscler and Morland,
2018). Moreover, it has been amply described that excessive
levels of VEGF in the early phase following stroke promote BEB
alterations and a general state that favors neurodegeneration,
Interestingly, delayed administration of VEGF is more likely to
result in neuroprotection (Sun et al., 2003; Dzictko et al,, 2013),
even though, others have also reported the protective effect of an
early VEGF i.c.v. administration (Kaya et al., 2005).
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presence of excess ligand. Strikingly, such protection still happens
at the cellular level, where neurons are better protected when
challenged to NMDA-induced excitotoxicity by the activation of
VEGFRI if VEGFR2? is blocked.

VEGF along with its receptors 1 and 2 are transcriptionally
upregulated following stroke (Hayashi et al., 1997; Issa et al.,
1999; Plate et al,, 1999; Marii et al., 2000; Hai et al., 2003; Stowe
et al., 2007, 2008} in a long-lasting fashion (Zhang et al., 2002},
through the stabilization and subsequent binding of hypoxia-
inducible factor 1 (HIF-1) to the hypoxia response element
sequence in their promoters (Forsythe et al., 1998}, Also, it
has been shown that exogenous administration of VEGF causes
the upregulation of VEGFRI and VEGFR2 (Krum et al., 2008),
Cellular distribution of VEGFRs might be key in understanding
the temporal regulation of vasculature adaptations in the acute
phase post-stroke. In this regard, the apicobasal localization
of VEGFRl and VEGFRZ is different, where VEGFR2 is
predominantly expressed in the basal side and VEGFR! in
the apical pole that produces a differential response when
the ligand acts at the circulation or the parenchymal sides
of endothelial cells (Hudson et al, 2014). It has also been
reported that the expression of VEGFRL is upregulated while
VEGFR2 is downregulated in endothelial cells following hypoxia,
which changes the VEGFR1:VEGFR2 ratio altering the ultimate
responses on cell viability and recovery (Ulyatt et al, 2011},
It is also important to point out that the affinity of VEGFRI
for VEGF is about | order of magnitude higher than the one
for VEGFR2 (K4 2-10 pM for VEGFRI and 75-250 pM for
VGFRZ) (de Vries et al. 1992; Ferrara, 2004; Shibuya. 2006).
Although VEGFR3 is expressed in the adult rat brain {Hou
et al, 2011), we ruled out the participation of this receptor
in the neuroprotection seen here, even when it can also be
inhibited by Axitinib, because it does not get activated by VEGE-
A (Olsson et al,, 2006; Leppinen et al., 2013) and its expression
is primarily restricted to lymphatic endothelial cells (Iljin et al.,
2001}, which have a very low relative abundance in the brain
{Louveau et al., 2015).

Our observations lead to reaffirm the critical role of VEGFRI1
in the endogenous neuroprotective mechanisms elicited -after
ischemic insults to the brain. In this regard, it is known that the
deletion of VEGE-B, a specific ligand for VEGFR1, produces 50%
larger infarcts in mice when subjected to the permanent occlusion
of the MCA in comparison to WT animals, by inhibition of
apoptotic executioner molecules (Li et al., 2008). Protein analysis
identified a significant increase of VEGF-B in CSF and the
ischemic hemispheres, with increased VEGFRI activation that
also correlated with an increase in Akt phosphorylation, whereas
an increase in VEGF in the contralateral hemisphere correlates
with a significant increase in vascular density 7 days post-stroke
{Guan etal, 2011). VEGFRI activation in pericytes promotes the
formation of stable new vessels in a mechanistic way independent
of endothelial cells, and also slightly attenuated inflammation
when administered in the sub-acute phase post-stroke {Jean
LeBlanc et al, 2018), In this sense, it has also been shown that
PIGE, a specific ligand for VEGFRL, is the most efficient promoter
of angiogenesis, which produces mature non-leaky new vessels
{Luttun et al., 2002; Gail et al.. 2013).

The direct VEGFR! activation in neurons might be a
mechanism more relevant than promoting healthy angiogenesis
(Poesen et al., 2008; Dhondt et al., 2011; Ishrart et al.. 2018). In
this regard, it is noteworthy that VEGF associates to meurons in
infarct and peri-infarct brain regions in a non-human primate
model of stroke (Stowe et al, 2007), and interestingly, such
association can even be more relevant than the interaction of
this growth factor with astrocytes (Shen et al., 2018). Owur results,
however, indicate that all these neuroprotective mechanisms
driven by VEGFRI are suppressed in the first hours following
stroke by the activation of VEGFR2. The exact mechanisms
underlying this phenomenon are not fully elucidated, but they
might involve the suppression of endoplasmic reticulum stress
and apoptosis (Feng et al., 2019).

VEGF has some interesting regulating
neuroinflammation. It has been shown that macrophages express
more VEGF in response to disturbances in brain metabolic
homeostasis, especially responding to decreased glucose
incorporation (Jais et al., 2016), and microglia in chronically
affected regions of CNS upregulate their expression of VEGF
(Nikodemova et al., 2014); However, not much is known about
the involvement of VEGE, or its receptors, in the polarization of
macrophages/microglia under inflammation. Interestingly, very
recent evidence indicates that the antiangiogenic VEGF isoform
VEGFg4b is capable of blocking VEGFR! prompting the M1
polarization of peripheral macrophages (Ganta et al, 2019),
although it is known that this form of VEGF has neuroprotective
effects in the CNS (Beazley-Long et al,, 2013). Also, M2-polarized
peripheral macrophages in culture are known to upregulate
their VEGFR] mRNA expression (Melton et al., 2015), which
in microglial cells could lead to the inhibition of the expression
of the scavenger receptor A following stroke (Xu et al., 2017),
With the determinations carried out in the present study, we
were unable to obtain reliable readings of the levels of soluble
mediators of inflammation poured on CSF and plasma, however,
many of these markers, like IL-6, have been disregarded as
important predictors of the outcome {Clark Wayne et al., 2000;
Worthmann et al., 2010). Nonetheless. we could characterize the
overall response of microglia polarizing to the anti-inflammatory
phenotype under the experimental conditions that allow the
activation of VEGFR!1. More detailed analyses are required to
characterize these responses at the molecular and cellular levels.

roles  in

CONCLUSION

We found that the activation of VEGFR2 in the first hours post-
stroke obstructs endogenously-coded mechanisms of adaptation
to injury in the brain. We propose here the existence of
a VEGFR2-mediated antagonism of VEGFRI, which has not
been reported previously. This process would constitute a
fundamental mechanism of endogenous operations that drive
adaptive responses in the brain after stroke that is worthy
of further exploration. Our results also strengthen the notion
that VEGFRI has a critical role in neuroprotection, and that
targeting this receptor would be useful at developing restorative
therapies for stroke.
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La interleucina 17A es una citocina pro-
inflamatoria expresada principalmente por los
linfocitos T. Durante el  proceso
neuroinflamatorio que ocurre en el infarto
cerebral en el Sistema Nervioso Central (SNC),
se presentan elevados niveles de TL-17A.
Recientemente se ha demoshade que Ia
microgha y astrocitos activados en estas
condiciones, sintetizan v expresan importantes
cantidades de IL-17 al micoambiente
inflamatorio en la fase aguda, asi como tambien
celulas infiltrantes como los linfocitos 6. Sin
embargo, sus efectos a nivel del parenquima
cevebral y en la modulacion de la respuesta
newroinfalmatoria en el infarto cerebral aun no
son completamente entendidos. En esta
revision, mostramos los efectos de [L17A enlos
componentes principales de la respuesta
neuroinflamatoria.

Introduccion

El infarto cerebral es wuna enfermedad
devastadora que afecta a millones de personas
cacda afo, es una de las primeras causas de
muerte a nivel mundial! v es la primera causa de
enfermedad discapacitarte en el ser humano?, En
la lesion producida por el infarto cerebral
isquemico se han caracterizado tres zomas, una
central donde la disminucion del flujo sangumeo
fue severa llamada foco, una circundante a esta
donde la circulacion es parcialmente recuperada
por la circulacion colateral llamada penumbra v

1una zona de transicion entre el tefido lesionado
por la isquemia y el tejido sano llamade zena
peri-infarto 5. Las neuronas afectadas por el
estres metabolico producido por el deficit de
oxigeno y nutrientes en el infarto isquemico
cerebral, liberan senales de dano (DAMP:) como
HMGE], protemna amilode B, HSP60, ATP o
UTPs. Estas senales moleculares, tambien
llamadas alarminas, activan rapidamente a los
centinelas del SNC, las mmcrogliast®. Las
oricroghas son los equivalentes tisulares de los
macrofagos y son la primera lmea de defensaen
el SNC, las microglias inician y modulan la
respuesta neurcinflamatoria en las primeras
horas pos isquemia, llamada fase aguda 7. Estas
nricroghas  activadas liberan citocinas pro-
inflamatorias como [L-1f, TNF-a. [L-6 e [FN-y
que activan a los astrocitos®, los cuales tambien
participan en la regulacion del microambiente
inflamatoric®*, Teoricamente este
microambiente favoreceria la polasizacion de las
microglias/ macrofagos a un fenotipo Ml pro-
inflamatorio neurotoxico caracterizado por la
expresion de IFN-y®. Sin embasgo, trabajos
recientes omestran que el principal fenotipo
presente en la fase aguda es el M2 que tiene un
perfil anti-inflamatorio®, ademas el volumen de
infarto producido por oclusion transitoria de la
arteria cerebral media (FMCAo) en ratones
transgenicos Knok ont para [FN-y no mwuestra
diferencia estadisticamente significativa con el
dasio producido en satones wild type't, Estos
resultados sugieren un segundo efe inflamatorio
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paralelo e mdependiente a IFN-y, que ha sido
asociado a la expresion de interleucina pro-
inflamatoria [L-17A12-14,  En  ecta revieion
abarcaremcs la distribucion temporo-espacial de
la expresion de IL-17A y los principales efectos
de esta sobre los componentes celulares de la
respuesta neurcinflamatoria en el infarto

cerebral.

A

IL-17 y su receptor

La interleuquina 17A, tambien llamada [L-17 o
CTLA-S; es una protema pro-inflamatoria,
relacionada a la respuesta inmume frente a
bacterias

extracelulares, hongo:
tambien en
enfermedades autoinmunes'” y cancer’®. [L-17A

es el miembro mas estudiado de una faoxlia

protozoaﬂosl"; asi como

Figura 1 IL-17A

&} Abral de naighbor j

ng de 1z familia IL-17 de Homo sopisas y 525 ortologos en mos muscolus ¢ rottus nonsegices. Se resaita en

colares los 6 miembros de la familia. (B) Proyeccion tridimentsianal de un homodimero de [l-174 [turquesa y werde), se sprecialzs §

ojas B plegadas en cada monomere (PDE ID: 4HRS) ®;. {C] Alineamiento ce |3 secuenciz proteinica de [L-174 e |L-17F de Home

=apians. a2 cajas n

a5 representan los stios conservados, las caja: plomas los stios similares, la hojas B plegadas se representan

coma fiechas paralelas a las secuencias, y la cajs verde sefiala el domrinio pfam@6083 de 1a familia de IL-17.
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multigenica llamada familia [L-17 %, que esta
formada por seis miembros: IL-17A, TL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-17E (también llamado I1.25) e IL-
17F #-4 (Fig.1A). IL-17A esta codificado por un
solo gen en el cromosoma 6pl2.2 en seres
humanos (Gene ID: 3605), existen secuencias
ortologas unicas tanto en raton (Gene ID: 16171)
como en rata (Gene [D: 301289). Este gen codifica
para un producto protemico de 155 aa. lamado
interleucina  17A  (NP002181.1),
conformacion  tridimensional de 6 hojas p
plegada (FigB). IL-17A esta estrechaments
relacionado con IL-17F, con el que tiens una
identidad del 56% y similitud del 70% {Fig. 1C),
que es la mas alta en comparacion al resto de
miembros de la familia (Tabla 1). IL-17A e IL-17F
se han asociado a procesos de activacion y
reclutamiento de neutrofilos hacia el sitio de
inflamacion™=, La expresion de IL-17A esta
usualmente asociada a Linfocitos CD4* T helper
(Thl7), pero tambien se ha descrto que es
expresada por otras celulas del sistema
inoumologico como: CD8* T cell (LT- CD8Y),
hnfocitos T y6 (LT-y5), celulas Natural Killers
mvariantes (iNKT), celulas parecidas a las
inducidas en tejido linfoide (LTi-like), células
linfoides irmatas tipo 3 (ILC3s), macrofagos y
neutrofilosi2033,  Recientemente, se ha
demostrado celulas como astrocites™ ¥
microghas® tambien expresan IL-I7A en
condiciones de hipoxia que en el SNC. IL-17A,
como homodimero o como heterodimero con IT-
17F%, activa el receptor IL-17R, que a su vez es
un heterodimero de dos subunidades, IL-17RA e
IL-17RC*3, El heterodimero de IL-17R esta
expresado ubicuamente en la mayoria de
tejidos® 2, incluido el SNC 1214303 (ver Tabla 2),
aungue no todas las neuronas expresan dicho
receptor; ensayos de western blot y PCR
muestran que cultivos primarios de meuronas

conm una

corticales no expresan constitutivamente el IL-
17R &

Expresion de IL-17A en el infarto

La expresion de [L-17A ze eleva rapidamente en
el infarto cerebral. Estudios en seres humanos
mmestran que el numero de celulas que expresan
IL-17A, a las 45 hovas, se incrementa 15 veces, en
comparacion del lado contralateral,
manteniendose elevado a lo largo de la primera
semana ¥, La expresion de mRNA de IL-17 a
periferico, medide en  celulas
monomncleares de  sangre  periferica,
correlaciona positivamente con el volumen del
dafio producido per el infarto cerebral en seres
humanos *. El pico de expresion de [L-17A se da
en €l 3er dia pos infarto, incrementando cuatro
wveces su valor basal *, este evento coincide con
el pico de migracion leucocitaria al parénquima
lesionado®*. La expresion de IL-17A a nivel
periferico, se mantiene elevado a lo largo de las
dos primeras semanas, para regresar a sus valor
basal luego de la tercer semana™,

mivel

Estos resultados correlacionan con los obtenidos
en modelos de infarto cerebral producido en
ratones por oclusion transitoria de la arteria
cerebral media (+-MCAo). La expresion de IL-
17A se eleva desde el primer dia luego de la
isquenta, vista por ensayos western blot de
homogenizado completo del hemisferio
ipsilateral de ratones sometidos a t-MCAo,
llegando a su pico el dia 3 (5 veces su valor
basal), luego dismuinuye parcialmente hacia el
dia 7, regresando a sus valores basales luego de
la tercera semana *, Sin embargo, la expresion de
[[-17 no ez homogenea en el parenquima
cerebral del hemisferio afectado por el infarto,
En la zona peri-infarto de la corteza la expresion
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Iroforma 1 Esoforma T
sg:;::; Nombre mm] Especie Croma. GenelD E 1 s
RefSeq Len Refeq Len
Hiwan
A7 " Bpl22 305 3 NP 02181 155 0% 100%
CTLAR e
- inberrukin i
miTa o L7 e
CTuAE oo 14 6T % NP 03681 158 2% 4%
TL17A
it oq13 WMIES 3 NPT 158 1% b3
ARG
Fimug " i :
SEFL g2 e 7 NP 552581 180 NP_(01304916 128 4 51%
HEXE mm::mu 31]'7-:_, “Wius - - =
) 18E1 56063 4 XF_006526169:1 1 NP ESMITI IR s 34%
Fattes
ey 1121 16472 4 NF_S462L.1 180 o 2y
Homs g2 i 3 NP BT 197 s 51%
sepiens
interlrukin N2 T Mus N
mare et i z i BE1 Bags 2 NP_G65E3L3 158 0% 2%
Rt 1912 #9156 3 NP_O0117RM4.1 am n 2%
REUEFRCIY
FHmun = = =
Vil . DLgizn sae 5 NP 12161 2m % 46
o tm‘“‘“" L1700 "f:’
1) b TITR | NP 65832 205 6% 6%
mzsrnlus
Homn ligli2 64806 2 NP 0736251 17 NP_7585251 161 %% ax
interleukin s T
s ja Ti7E R 12 ja0Be 4 NT' 5427671 169 1 I3 1
Roitys 15p13 50198 4 NP_O7RO6 159 % 46%
normegicus
Homn Gpl22 1274 4 NP 4EsInL 163 E
MLI: AEpima
interlrukin MLA1;
IiATF et
17T CANDES: s T z 7
e Mhiion 144 BT 4 NI h65855.2 161 56% %
Roit o313 M0 5 NP NS0 161 5% 4%
MOTT RS

Tabla 1 Familia IL-17 de Homo sepions ¥ sus ortalogos en Mus muscslus y Ratbus noroagious

de IL-17A se eleva rapidamente, llegando a
quintuplicar su nivel basal en las primeras 12
horas, luego de lo cual comienza a disminuir ,
Mientras que en otras regiones del cerebro, como
el giro dentado (DG) y zona subventricular
(SVZ), la elevacion de L-17A es mas tardia,
llegando a sus picos de expresion en los dias 14
v 21, respectivamente *. La expresion de [L-17A
en hquido cefalorraquideo (CSF) tambien se
incrementa de forma aguda; ensayos de ELISA
mwstraron que [L-17A duplica sunivel basal a las
6 horas v a las 12 horas llega a su pico de
expresion, cuadriplicando su nivel basal; en los
siguientes dias disminuye ligeramente pero se
mantiene elevado incluso 7 dias despues del
infarto, consecuentemente a lo wisto en el
parenquima  cerebral®. Sin  embargo la
cuantificacion de IL-17A en suero vista por

ensayos de ELISA no correlaciona con la
expresionde [L-17A vista en parenguima y LCR,
siendo esta mas tardia, llegando a su pico en el
tercer dia pos infarto®,

Efecto de IL-17A en las neuronas
del parénquima lesionado yenla

regulacion de la neurogénesis

Las neuronas corticales

expresan
constitutivamente el receptor para IL-17A (IL-
17R)*-%. In vitro, condiciones de deprivacion de
oxigeno  § (OGD)  aumentan
significativamente la expresion de [L-17F*. La
activacion de este receptor por IL-17A potencia
el efecto neurotoxico producide por el OGD=,

Consecuentemente, el bloque del IL-17R

glucosa
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aumenta la wiabilidad de dichos cullivos
sometidos a OGD*®. En condiciones fisiologicas,

IL-17A ez wun regulador negativo de Ia
neurogenisis en DG, visto por incorporacion de
BrdU+ en ratones KO para IL-17, que
correlaciona con los resultados in  witro™,
interesantemente los ensayos de RT-qPCR para
Ngn2 e [nmunofluorescencia para DCX y NeulN
muestran que [L-17 favorece la diferenciacion de
las celulas progenitoras neurales (NPCs) hacia
neuronas. En modelos de infarto producido por
tMCAo en ratomes [L-17KO la tasa de
proliferacion de NPCs no aumenta, medida por
incorporacion de BrdU* e innwmofluorescencias
para Ki67 y PH3 al dia 28 pos infarto, a pesar de
haber una disminucion significativa del
volumen de infarto™, Por otro lado, la aplicacion
exogena de [L-17A recombinante (fIL-17A) en
ratones sometidos a EMCAo favorece la
supervivencia, por aumento de la expresion de
SNAP-25 y sinapfisina que promueve la
sinaptogenesis, v diferenciacion de las NPCs a
neuwronmas  por inhibicion de calpama 1
dependiente de la via de p38, ademas promueve
la migracion de estas a la zona de lesion™.

Modulacion de la
microglia/macrofago por IL-17

La poblacion global de microglia(CD45
CD11b*) permanece constante a lo largo de la
primera semana pos-infarto 14, sin embargp, los
macrofagos(CD45keh  CD11b*)  infilttan el
parenquima lesionado desde el primer dia,
llegando a duplicar la poblacion de microglias en
el dia 3, correspondiente al pico de infiltracion
leucocitariall, La migracion de macrofagos
infiltrantes y microglias a la zona de lesion®® no
se altera por la ausencia de linfocitos T (Ragl--)

o la ausencia de LT-y8", pero si disminuye el
volumen de infarto', lo que demmestra que el
efecto neuroprotector no es dependients de la
migracion de los macrofagos / microghas, sino de
la regulacion de su actividad o fenotipo.

Los macrofagos infiltrantes expresan la citocina
pro-inflamatoria [L-23%, Tanto IL-23 como IL-1p
proomeven la expresion de IL-17 por la
microghia, en cultives in vitro''. La microglia
expresa constitutivamente el IL-17RY; en
cultives primarios de microglia, [L-17 promueve
la expresion de citocinas pro-inflamatorias como
IL-6, quimiocinas como CCL-2, CXCL-2; factores
neurotroficos como NGF, BDNF y GDNF, aa
como la expresion de iNOS, vistos por ensayos
de ELISA y WB%; ]a co-estimulacion de estos
cultives con IL-17A e IFN-y, omestra un efecto
potenciado en la induccion de la expresion de
marcadores pro-inflamatorios de microglia
activada a fenotipo M1, como sen MHC-IL
ICAM-1 e VCAM-1, vistos a nivel de mRNA 14,
La estimulacion exclusiva con [L-17 falla en
inducir la expresion de estos marcadores en los
cultivos de microglia .

IL-17A pronweve la expresion de TNF-a?. Tanto
producen TNF-a en proporciones similares en la
lesion®®, TNF-a tiene efectos
neurotoxicos en la fase aguda del infarto
cerebral®, La ausencia de LT (Ragl/") dismimaiye
significativamente la produccion de TNF-a por
los macrofagos mas no en microghas 3, esto
sugiere que los LTap son importantes inductores
de TNF-a en macrofagos en el infarto cerebral 13
pero tambien sugerina que TNF-a no estana
relacionado directamente con el dafio en el
infarto cerebral. La ausencia de LT y6 no altera la
produccion de TNF-a en macrofagos ni
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Tipa Celular Localizacion Detalle Referencia
i Parcnquima Parengurima cerchral kesnonsdo por la isquemia de corebro die raton sometido a p- 4 "
b ipailateral MC Ao, laego de 24 horas. Vst por histinmunofluorscencia Wang et sl 2009
i Cialtives primarios de nearonas hipocam pales chéenides de raseaes (57L&
7. uﬁg sometidos 3 00D por 10 minutos. fAjadas a las 2 haras. Visto por Wang etal 2009
e Tistaime amefl uoresor noa
T B vl TCultive primarso de astrocitos obienido de rason recien nackle, Ensayos de a et nl 2000
Inmamnchisnquimica.
C#lulas chtenmsdas por MACs de corebros de ratén. L a coansifico la expresion del
ol mEMA de [LI7RA por BT-FCR y W Tt 014
) Cultivo primana de microptiz ohéerido de ratén recén nacidn, Visto por ensavos de
Miciegia i FACS o inmanaflunrescencia. Beiuniatal. 200
Citlulas pbtensdas por BLATs de cerebros de rattn. 1. a cuantifico la expresion del
Whotal mRMA de ILATRA. por RT.PCR v W Hiestal. 204
£ Partnquima Parénquima cerebral en condiciones basales ¥ anments on procoesos mflamaborin. .
Endtetio revebral Visto por histoinmunpinarescencia y FACS. Reble gral.
; 2 C#lulas obtensdas por MACS de corebros de ratén. L a cuansifien la esprosicm ded
Olligodendrocito Giokal EAA do TLTRA por BT.PCR y WE Ldu ot al. 2014
. i
e Cilobal MSCs obienidas de cerehros embnonanos de ratones E14. Visto por ersayos de Lietal MH3

Tabla 2 Expresicn de IL-17F en las celulas del SIC

microghas!® pero =i disminuye & wveces el
reclutamiento de neutréfilos CD11b*-LysGH=.

Un estudio de transcriptomica de macrofagos
derivados de monocitos incubados con [L-17A,
in vitro, polariza el macrofago a un fenotipo
distinto a los clasicamente caracterizado M1 o
M2, dicho fenotipo se caracteriza por la
expresion de citocinas pro-inflamatorias como
[L-1a o IL-6, factores quimictacticos como CCL2,
CCL8, CCL20, CXCL1, CXCL2 y CXCLe, as1
como genes involucrados en estres oxidative
como MIML y MTE; v receptores de supertficie
CD14, CD163 y TLRS; y regulacion negativa de
CD40 y CD8322,

IL-17A y astrocito

En modelos de infarto por EMCAop, los ensavos
de histoinmunofluorescencia a las 24 horas® ya
los 28 dias pos infarto™, muestran que los
astrocitos son productores importantes de IL-
17A en la zona del peri-infarto, sin una
contribucion  importante  de newomas o
microglia %, Cultives primarios de astrocitos,
extraidos de la zona peri-infarto 14 dias despues

inmunofinorescrncia.

del infarto, estinuilados con LPS prommueve la
expresion de [L-17A, relacionado a la activacion
de p35%. El astrocito expresa mas L-17R que
microglias o macrofagos®, la estimulacion de
cultivos primarios de astrocitos con IL-17A
promueve la expresion de las quimiocinas CCL-
2 y CXCL2, que pronmeven la infiltracion
leucocitaria en zonas de inflamacion®. En
cambio, la expresion de la quimiocina CXCL-1 in
vitro por astrocitos solo se induce bajo la co-
estimulacion de IL-17RA y TNFa la
estimulacion con estas citocinas por separado no
promueve la expresion de CXCL-145.

LT y6, la principal fuente de IL-
17A en el infarto cerebral

Los LTyd son una subpoblacion de LT (<4%) v
es un componente celular importante de la
inmunidad innata, se caracteriza por presentar
un TCR formado por las cadenas v v & , aunque
no se ha determinado cuales son anbigenos
especificos, parece reconocer productos lipidicos
que no necesitan procesamiento antigenico ni

presentacion por MHC para su reconocimiento®.
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Los linfocitos infiltran el parenquima cerebral
de=de el primer dia pos infarto, incrementando
su numero rapidamente hasta e dia 3
aumentande casi 17 veces su numero basal®. La
proporcion de CD4+ y CD8+ se manbiene
constante a lo largo de los primeros 7 dias, pero
la poblacion de LTyS mcrementa rapida y
significativamente desde 6% para el primer dia
hasta 14% (25 veces su nivel basal) el tercer dia
13, Loz LTyS infiltrantes migran preferentemente
zona de penumbra/peri-infartol13,
sugiriendo que los microambientes
inflamatorios son distintos en la penumbra y en
el foco. Los LTyd sen la principal poblacion
infiltrante que expresa IL-17A en el parénquima
lesionado por la isquemia en los primeros dias
pos infarto®, Ensayes de t-MCAo en ratones
TCRy8KO , es decir Knock out para LT v5, o
tratados con anti-TCRyS
disminucion significativa del vohumen de infarto
desde el primer dia . Lo que demuestra que el
efecto neurotoxico de los LT y5 es agudo en el
La expresion de IL-17A en LT y8 puede ser
estimulada por IL-1p # o por INF-y por una wia
dependiente de JAK/STAT £. Por otro lado, los
linfocitos T CD4~ y CD8* T son los principales
productores de [FN-y en este iempo®.

a la

muestran una

Gelderblom et al. pwestran que la IL-17A
liberada por LT vy infilirantes mediante la
activacion del receptor IL-17R, posiblemente
expresado las celulas estromales cerebrales,
promueve la expresion de factores pro-
inflamatorios quimiotacticos de neutrofilos
como CXCL-1%, El pico de expresion de CXCL-1
se alcanza a las 6 hop.i>.

Alteracion de la permeabilidad
selectiva de la BBB por la IL-17

La expresion de IL-17R e [L-22R en EC se induce
en procesos inflamatorios®, Ensayos in vilro,
demuestran que la activacion de [L-17R por su
ligando altera la permeabilidad selectiva de la
monocapa de celulas endoteliales (ECs) por dos
wias distintas, el aumento de la transitosis (visto
indirectamente por el pasaje de BSA marcado
fluorescentemente) v la disminucion de la
expresion de las protemas de union estrecha
Occludin v Zonula occludens-1 componentes
importante de la BEB®, lo que favorece el pasaje
por wia paracelualar™¥, Ambas vias han sido
recientemente descritas como los principales
mecanismos de disrupcion de la permeabilidad
selectiva de la barrera hematoencifalica (BBB) en
el infarto cerebral®. La BBB es una estructura
importante de SNC, cuya funcion es restringir la
entrada de células y moléculas ajenas al SNC, la
alteracion de la permeabilidad selectiva de la
BBB es un mecanismo de dano conum en las
enfermedades neurodegenerativas®+#, Las ECs
son un compenente de la BBE®. Ademas, la
activacion de IL-17R, en cultivos de células ECs-
BBB humanas, promueve la expresion de CCL2,
IL-6 y CXCL8 (IL-8), pero no afectan la expresion
de TGF-f, ICAM-1, VCAM-1 o CCLS5 (RANTES)
%, En cambio la estinulacion simultanea de ECs
de cerebro de raton bEnd.3 con [L-17A y TNF-a
potencia la expresion de mwoleculas pro-
inflamatorias como CCL2y CXCLI, moleculas
quimiotacticas como CCL2, CCL5, CCL20 que
favorecen la migracion leucocitaria a traves de la
monaocapa de ECs, vy la produccion de IL-17
generando una retroalimentacion positiva®,

Cascada de senalizacion
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En cartilago snovial, IL17A pronmeve la
expresion de las ctocinas pro-inflamatorias
TNF-a, [L-1p e IL-620; y de quimicionas como:
IL-8(CXCL8), CXCL1 (KC/Groa), OX(12
CCL20, CCL2, y CCL720; metaloproteinasas de
matriz MMP-1,2.3,9 v 1320,
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