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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 neurotóxicos. Esta dualidad puede ser dependiente 

de la activación diferencial de sus receptores. En este trabajo nosotros mostramos 

que la activación preferencial del receptor 1 del factor de crecimiento endotelial 

vascular en un modelo de infarto isquémico transitorio confiere neuroprotección 

en las primeras fases posteriores al infarto. Usando un inhibidor farmacológico 

específico para el receptor 2, observamos que la activación del receptor 1 

disminuye el volumen de infarto, aumenta el número 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 líquido cefalorraquídeo 

y encontramos que el efecto neuroprotector es independiente de la modulación de 

la respuesta neuroinflamatoria en las primeras 24 h, aunque la protección involucra 

parcialmente la polarización de la microglía al fenotipo anti-inflamatorio M2. 

Nuestros resultados sugieren que la activación del receptor 1 tiene un efecto 

neuroprotector independiente de la activación del receptor 2.  
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Por otro lado, en el modelo de infarto transitorio por oclusión de la arteria cerebral 

media estudiamos el fenómeno de hipoperfusión en el inicio de la reperfusión, que está 

relacionado a la exacerbación del daño inicial producido por la isquemia. Los ensayos de 

microscopía multifotónica muestran que la hipoperfusión es dependiente a la 

vasoconstricción de los capilares de primer orden. La intervención en la vasoconstricción 

en las primeras horas de reperfusión representa un blanco terapéutico clave que podría 

limitar la expansión del daño posterior a la isquemia. En este mismo punto temporal, la 

activación preferente de receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular por la 

inhibición farmacológica monodósica temprana del receptor 2 ejerce su efecto 

neuroprotector, ambos mecanismos podrían actuar sinérgicamente para disminuir el daño 

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 
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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. Introducción 

El evento cerebrovascular es una enfermedad devastadora que afecta a millones de 

personas; actualmente es la primera causa de enfermedad discapacitante en el mundo1. 

Su etiología es isquémica en más del 85% de los casos. La isquemia se produce por la 

oclusión transitoria o permanente, trombótica o embólica de uno de los vasos sanguíneos 

que irrigan el cerebro1. Se estima que la tasa de muerte neuronal en el parénquima 

cerebral afectado por el infarto es de 1.9 millones de neuronas por minuto2. El manejo 

adecuado del paciente en las primeras horas mejora significativamente la supervivencia3. 

Actualmente, el único tratamiento aprobado para el manejo clínico del evento 

cerebrovascular es la administración del activador del plasminógeno tisular en las 

primeras 3-3.5 horas que resuelve la oclusión del vaso y restablece el flujo sanguíneo al 

parénquima afectado4. Sin embargo, la hipoperfusión descrita en la fase de reperfusión 

exacerba el daño inicial producido por la isquemia5. 

B. Fisiopatología del núcleo del infarto cerebral 

El evento isquémico desencadena procesos fisiopatológicos complejos locales, como 

la muerte neuronal; y sistémicos, como la inmunosupresión periférica; que varían 

espacio-temporalmente de forma constante4. A nivel local, la disminución del flujo 

sanguíneo por oclusión de un vaso reduce el aporte de glucosa y oxígeno a niveles 

inferiores al 20% del basal en la profundidad del parénquima irrigado por dicha arteria; 

esta región del tejido lesionado se define como el núcleo del infarto6. En dicha zona, la 

producción de ATP disminuye abruptamente7. La elevada tasa metabólica del cerebro8 y 

el rápido consumo de las escasas reservas de glucógeno en los astrocitos9 inducen una 
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abrupta caída de las concentraciones de ATP en el núcleo del infarto, llegando a 

disminuir más del 60% en el primer minuto de isquemia, visto en un modelo de 

isquemia global10. La carencia de ATP junto con el estrés oxidante dependiente de la 

producción de radicales libres de oxígeno y nitrógeno (RONS) resultado de la 

hipoxia11 regula negativamente la actividad de la glutamina sintetasa12, 

principalmente expresada en los astrocitos13. La glutamina sintetasa convierte el 

glutamato (principal neurotransmisor excitador y el más abundante en el cerebro) en 

glutamina con el consumo de ATP14. El glutamato es liberado por las neuronas 

excitadoras glutamatergicas a la hendidura sináptica y es rápidamente capturado por 

los atrocitos mediante los transportadores de aminoácidos excitatorios (EEAT) 1 y 2, 

que dependen del cotransporte de 3 Na+ y 1 H+, y antiporte 1 K+15. El desbalance 

iónico producido por la disminución de ATP induce la inversión del transporte de 

glutamato por los EAATs16,17, lo que incrementa las concentraciones de glutamato 

extracelular que junto con la disminución de la actividad de la glutamina sintetasa 

exacerba el daño por exitotoxicidad18,19. Además, el glutamato no reciclado activa 

rápidamente los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) extrasinápticos que 

mediado por la proteína de unión a los elementos de respuesta a AMP cíclico (CREB) 

induce la regulación negativamente de la expresión del factor neurotrófico derivado 

de cerebro (BDNF)20. Asimismo, la activación de los receptores NMDA 

extrasinapticos promueven la pérdida del potencial de membrana mitocondrial que 

desacopla la fosforilación oxidativa induciendo la muerte neuronal20. La falla del 

ciclo glutamato-glutamina puede promover la acumulación de NH3, que a 

concentraciones elevadas es neurotóxico21. Estos mecanismos producto de la falla 
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energética inducen una muerte neuronal rápida de tipo necrótico característico del núcleo 

del infarto 6. 

C. Expansión del núcleo isquémico y acoplamiento neurovascular 

vasoconstrictivo 

El glutamato extracelular, progresivamente acumulado por falla en su reciclamiento6, 

activa los receptores de NMDA promoviendo corrientes entrantes de sodio (Na+), calcio 

(Ca2+) y cloro (Cl-), y la salida de potasio (K+) que se acumula en el espacio extracelular 

([K+]o)17,  incrementando su concentración de 3-4 a 70 mM en menos de 3 minutos22,23 

que eleva el potencial de reposo cercano al umbral de potencial de acción24. 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 despolarización anóxica 

(AD), característico del núcleo de infarto17,25,26. La AD inducida por la falla energética 

por depleción de ATP es un iniciador del daño isquémico y de la pérdida irreversible de 

la actividad en el núcleo del infarto26 que se expande a una velocidad constante de 2-

3mm/min, en rebanadas de cerebro27. Circundante al núcleo del infarto se encuentra una 

zona de menor compromiso isquémico llamada penumbra. La perfusión sanguínea en la 

penumbra es el doble que la del núcleo del infarto, entre el 40-50% de la basal6. 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 núcleo del infarto y la disminución de la recaptación de éste por los 

astrocitos, producen la elevación del potencial de reposo y favorecen la aparición de 
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corrientes intermitentes espontáneas expansivas de despolarización (spreading 

depolarization, SD)28. La SD es una onda expansiva lenta de despolarización y cese de 

la actividad sináptica transitoria en el tejido afectado por la isquemia cuyo mecanismo 

fisiopatológico es aún poco entendido 29, sin embargo, la SD se ha visto relacionado 

al edema citotóxico neuronal, a alteraciones estructurales de las dendritas y al 

incremento del consumo local de oxígeno29, que exacerba el daño hipóxico inducido 

por el infarto. Este fenómeno junto con la salida masiva de K+ 30 y la activación de 

las caspasas por aumento del Ca2+ intracitoplasmático31 induce la muerte neuronal 

por mecanismos apoptóticos30–32, que expande el núcleo del infarto a una razón del 

19% después de cada onda de SD33.  Tanto la AD como la SD se relacionan con una 

disminución abrupta permanente o transitoria, respectivamente, de la perfusión 

sanguínea del parénquima isquémico debido a la disminución del calibre vascular por 

vasoconstricción, lo que define el acoplamiento neurovascular constrictivo33. 

Interesantemente, se ha visto que la activación de los receptores NMDA exacerba la 

hipoperfusión acoplada a la SD33, lo que puede incrementar el daño producido por el 

evento isquémico.  

La perfusión del parénquima cerebral está determinada por el flujo sanguíneo 

cerebral que es regulado principalmente por el tono del músculo liso de las arteriolas 

34 y por la contracción de los pericitos35 en condiciones fisiológicas. Sin embargo, la 

relevancia de estos procesos en la vasoconstricción vista en el evento isquémico es 

controversial36 37. Los RONS producidos principalmente por el endotelio hipóxico 

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

reperfusión del parénquima lesionado36. Por otro lado, la vasoconstricción en el 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

  25 

músculo liso de las arteriolas cerebrales se relaciona a la producción de ácido 20 hidroxi-

ecicosanotetraenoico (20-HETE) a partir del ácido araquidónico que difunde desde los 

astrocitos y neuronas hipóxicas37. Además, el endotelio hipóxico incrementa la expresión 

de endotelina-1(ET-1), un poderoso vasoconstrictor36, en las primeras 24 horas después 

del infarto38.  

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 nervioso39, como factor neurotrófico en 
condiciones fisiológicas40 y neuroprotector en diferentes condiciones patológicas41–43. La familia poligénica 
de VEGF está 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 está 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 más ampliamente estudiada es la isoforma VEGF165 de 

191 aminoácidos (NCBI Ref. seq.: NP_001165097.1), cuyas secuencias homólogos 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 

expresión de VEGF está principalmente regulada por el factor de transcripción inducido 

por hipoxia 1α (HIF-1α). En condiciones de normoxia, los residuos prolina P402 y P564 de 

la HIF-1α son hidroxilados por la encima HIF- α-propil-4-hidroxilasa (PHD) lo que 

induce la ubiquitinización de HIF-1α por la proteína von-Hippel-Lindau (pVHL) que 

marca para su degradación por vía proteosomal44,45. En condiciones de hipoxia, la 

actividad de PHD disminuye, esto permite la acumulación de HIF-1α en el citoplasma, el 

cual se transloca a núcleo donde se dimeriza con HIF-1β mediante el dominio PAS 
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expresado en ambos factores de transcripción46. El dímero se une a la secuencia de 

elemento de respuesta a hipoxia (HRE), que es un motivo regulatorio cys con el segmento 

núcleo 5´-RCGTG-3´(donde R puede ser A o G)47, codificado a 2,000 bp rio arriba del 

gen de VEGF, promoviendo la expresión de este46. En condiciones inflamatorias, la 

expresión de VEGF también puede ser inducida por la activación del factor de 

transcripción NF-κB por citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis 

tumoral α (TNF- α)48, que es expresado tempranamente en la respuesta 

neuroinflamatoria en la fase aguda del infarto cerebral49.  

 
Tabla 1: Genes que codifican la familia multigénica de ligandos de VEGF y sus 

receptoresen Homo sapiens. 

Símb. Otros símb. Nombre completo 
Gen 
ID 

Loc. E 
Long. 
(nt) 

I 

  Genes ortólogos  
R. norvegicus   M. musculus  

Símb. Gen ID I 
 

Símb. 
Gen 
ID 

I 

               

Ligandos 

VEGFA 
VPF; VEGF; 

MVCD1 

Factor de 
crecimiento vascular 

endotelial A 
7422 6p21.1 9 16279 20 Vegfa 83785 

1
3 

 

Vegfa 22339 10 

VEGFB VRF; VEGFL 
Factor de 

crecimiento vascular 
endotelial B 

7423 11q13.1 7 4681 2 Vegfb 89811 3 

 

Vegfb 22340 2 

VEGFC 
VRP; Flt4-L; 

LMPH1D; 
LMPHM4 

Factor de 
crecimiento vascular 

endotelial C 
7424 4q34.3 7 109385 1 Vegfc 114111 1 

 

Vegfc 22341 1 

VEGFD FIGF; VEGF-D 
Factor de 

crecimiento vascular 
endotelial D 

2277 Xp22.2 7 38818 1 Vegfd 360457 2 

 

Vegfd 14205 2 

PGF 

PGFL; PIGF; 
PLGF; PlGF-2; 

D12S1900; 
SHGC-10760 

Factor de 
crecimiento 
placentario 

5228 14q24.3 7 13935 3 Pgf 94203 1 

 

Pgf 18654 2 

Receptores 

FLT1 
FLT; FLT-1; 

VEGFR1; 
VEGFR-1 

Tirosina cinasa 
relacionada a fms 1 

2321 13q12.3 33 194782 4 Flt1 54251 2  Flt1 14254 4 

KDR 
FLK1; CD309; 

VEGFR; 
VEGFR2 

Receptor de dominio 
de inserción de 

cinasa 
3791 4q12 30 47114 1 Kdr 25589 1  Kdr 16542 2 

FLT4 

PCL; FLT-4; 
FLT41; 

LMPH1A; 
LMPHM1; 
VEGFR3; 
VEGFR-3 

Tirosina cinasa 
relacionada a fms 4 

2324 5q35.3 35 48792 3 Flt4 114110 1  Flt4 14257 1 
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Símb.: símbolo oficial del gen anotado en NCBI; Otros símb.: otros símbolos del gen anotados en 
NCBI; Gen ID: Código de identificación en la base de datos NCBI; Loc.: localización cromosómica del 
gen; Long.: longitud de la secuencia; nt: nucleótidos; E: número de exones; I: número de isoformas. 

 

La actividad biológica de VEGF está mediada por la activación de sus receptores tirosina cinasa50. 
En el genoma del ser humano están 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 proteína 

transmenbranal, Flt1 (NCBI Ref. seq.: NP_002010.2), que presenta el dominio tirosina 

cinasa en el extremo carboxi-terminal (CTD) intracitoplasmático (cd14207: 

PTKc_VEGFR1) el cual traduce la cascada de señalización inducida por la activación 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 señal en la cascada de señalización. El VEGFR-2, también conocido 

como KDR, está codificado en el brazo largo del cromosoma 4 (Gen ID: 3791), presenta 

30 exones y se expresa como una isoforma única (NCBI Ref. seq.: NP_002244.1) con el 

dominio tirosina cinasa en el CTD intracitoplamastico (cd05103: PTKc_VEGFR2).  

 

Símbolo Isoforma 
Ref. Seq. 
mRNA 

Ref. Seq. 
Proteína 

Uniprot 
ID 

aa 
MW 
(Da) 

Smart 
00141 

unión 
recep. 

n. 
cys 

 Di 
Pfam 
14554 

Ident. 

Homo sapiens 

VEGF111 
Isoforma p 
precursor 

NM_001171630.1 NP_001165101.1 P15692-10 137 15,981 50..131 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

NP 

I: 133/136 
(98%) 

P: 133/136 
(97%) 

G: 0/136 
(0%) 

VEGF121 
Isoforma n 
precursor 

NM_001171628.1 NP_001165099.1 P15692-9 147 17,219 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

NP 

I: 140/141 
(99%) 

P: 140/141 
(99%) 

G: 0/141 
0% 
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ND Isoforma s NM_001287044.2 NP_001273973.1 ND 163 18,867 22..104 

22..25 
59 

61..64 
79..82 

24 
55 
59 
66 

100 
102 

49 
58 

115..163 

I: 163/163 
(100%) 

P: 163/163 
(100%) 

G: 0/163 
(0%) 

VEGF145 
Isoforma q 
precursor 

NM_001204384.1 NP_001191313.1 P15692-6 171 20,064 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

NP 

I: 140/141 
(99%) 

P: 140/141 
(99%) 

G: 0/141 
(0%) 

VEGF148 
Isoforma 

m 
precursor 

NM_001171627.1 NP_001165098.1 P15692-5 174 20,218 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

143..173 

I: 173/173 
(100%) 

P: 173/173 
(100%) 

G: 0/173 
(0%) 

VEGF165 
Isoforma 
VEGF-A 
precursor 

NM_001171626.1 NP_001165097.1 
A0A0Y0I

MM4 
191 22,314 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

143..191 *** 

VEGF165B 
Isoforma o 
precursor 

NM_001171629.1 NP_001165100.1 P15692-4 191 22,314 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

143..185 

I: 185/185 
(100%) 

P: 185/185 
(100%) 

G: 185/185 
(0%) 

VEGF183 
Isoforma k 
precursor 

NM_001171625.1 NP_001165096.1 P15692-3 209 24,422 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

161..209 

I: 190/209 
(91%) 

P: 190/209 
(90%) 

G: 18/209 
(8%) 

ND 
Isoforma 

VEGF-Ax 
precursor 

NM_001317010.1 NP_001303939.1 ND 213 21,454 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

140..191 

I: 191/191 
(100%) 

P: 191/191 
(100%) 

G: 0/191 
(0%) 

VEGF189 
Isoforma j 
precursor 

NM_001171624.1 NP_001165095.1 
A0A024R

D37 
215 25,173 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

167..215 

I: 190/215 
(88%) 

P: 190/215 
(88%) 

G: 24/215 
(11%) 

ND 
Isoforma i 
precursor 

NM_001171623.1 NP_001165094.1 
A0A024R

D33 
232 27,042 50..132 

50..53 
87 

89..92 
107..110 

52 
83 
87 
94 

128 
130 

77 
86 

184..232 

I: 190/232 
(82%) 

P: 190/232 
(81%) 

G: 41/232 
(17%) 

ND Isoforma h NM_001171622.2 NP_001165093.1 P15692-18 317 34,406 230..311 

230..233
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

NP 

I: 133/136 
(98%) 

P: 133/136 
(97%) 

G: 0/136 
(0%) 

L-VEGF121 Isoforma f NM_001025370.3 NP_001020541.2 
A0A087W

TP4 
327 35,643 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
72 
26
6 

NP 

I: 140/141 
(99%) 

P: 140/141 
(99%) 

G: 0/141 
(0%) 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

  29 

BD Isoforma r NM_001204385.2 NP_001191314.1 ND 351 38,357 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

NP 

I: 140/141 
(99%) 

P: 140/141 
(99%) 

G: 0/141 
(0%) 

BD Isoforma e NM_001025369.3 NP_001020540.2 P15692-17 354 38,642 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

318..353 

I: 173/173 
(100%) 

P: 173/173 
(100%) 

G: 0/173 
(0%) 

L-VEGF165 Isoforma d NM_001025368.3 NP_001020539.2 
A0A087X

0B2 
371 40,738 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

318..371 

I: 191/191 
(100%) 

P: 191/191 
(100%) 

G: 0/191 
(0%) 

BD Isoforma g NM_001033756.3 NP_001028928.1 
A0A087X

1L1 
371 40,683 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

318..365 

I: 185/185 
(100%) 

P: 185/185 
(100%) 

G: 185/185 
(0%) 

BD Isoforma c NM_001025367.3 NP_001020538.2 P15692-16 389 42,846 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

341..389 

I: 190/209 
(91%) 

P: 190/209 
(90%) 

G: 18/209 
(8%) 

L-VEGF198 Isoforma b NM_003376.6 NP_003367.4 P15692-13 395 43,597 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

347..395 

I: 190/215 
(88%) 

P: 190/215 
(88%) 

G: 24/215 
(11%) 

L-VEGF206 Isoforma a NM_001025366.3 NP_001020537.2 
A0A087W

UD8 
412 45,467 230..312 

230..233 
267 

269..272 
287..290 

232 
263 
267 
274 
308 
310 

25
7 

26
6 

364..412 

I: 190/232 
(82%) 

P: 190/232 
(81%) 

G: 41/232 
(17%) 

Ratus norvegicus 
           

VEGF-A164 
Isoforma 
Vegf-A 

precursor 
NM_001287108.1 NP_001274037.1 P16612-2 190 22,396 49..131 

49..52 
86 

88..91 
106..109 

51 
82 
86 
93 

127 
129 

76 
85 

137..190 

I: 171/191 
(90%) 

P: 175/191 
(91%) 

G: 1/191 
(0%) 

Mus musculus 
           

VEGF-1 
Isoforma 
Vegf-A 

precursor 
NM_001287057.1 NP_001273986.1 Q00731-2 190 22,440 49..131 

49..52 
86 

88..91 
106..109 

51 
82 
86 
93 

127 
129 

76 
85 

137..190 

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 homólogos en R. norvegicus y M. musculus. 
Ref. Seq. mRNA: Número de acceso de NCBI del RNA mensajero; Ref. Seq. Proteína: Número de 

acceso de NCBI de la proteína; Uniprot ID: Código de identificación de la proteína en la base de datos 
Uniprot (EMBL-EBI); aa: número de aminoácidos; MW (da): peso molecular expresado en daltons; 
Smart00141: Posiciones de los aminoácidos (aa.) correspondientes al dominio proteico conservado de la 
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familia del factor de crecimiento vascular endotelial y derivado de plaquetas (Smart00141); unión 
recep.: Posiciones de los aa. correspondientes al sitio de interface para la unión 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 dimerización; Pfam14554: Posiciones de los aa. 
correspondientes al dominio de unión a heparina. Ident.: Análisis 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) extracitoplasmáticos (Smart00140), un 

segmento transmenbranal de 20 aminoácidos hidrofóbicos y una segmento 

intracitoplasmático CTD que contiene el dominio catalítico tirosina cinasa (cPTK)51. 

Dentro del cPTK se encuentra el sitio de unión a ATP, el cual está involucrado 

directamente en la traducción de señal y es el sitio más frecuentemente bloqueado por 

los inhibidores de VEGRs (ver Tabla 5). La unión de los homodímeros de VEGF 

activa selectivamente los receptores (ver Tabla 3). El VEGF-A se une con mayor 

afinidad al VEFR-1 que al VEGFR-2 (constante de disociación 15 pM y de 750 pM, 

respectivamente). El VEGFR-2 es reconocido clásicamente como el receptor 

canónico de VEGF-A50,52,53, y el VEGFR-1 es considerado como un regulador 

negativo de la activación de VEGFR-250. La unión de los ligandos a su receptor 

permite la estabilización de la dimerización de los VEGFRs a través del dominio Ig-

7 lo que expone el sitio de unión a ATP en el cPTK e induce la fosforilación de los 

residuos tirosina en el CTD (ver Tabla 4). Estas modificaciones postraduccionales 

permiten el reclutamiento de proteínas adaptadoras generalmente con un dominio de 

unión a SH251. Las principales cascadas de señalización inducidas por la activación 

de los VEGFRs es la de MEK/ERK que promueve la proliferación celular, la de 

p38/MAPK que induce la remodelación del citoesqueleto y la migración celular, y la 
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vía de PI3K/AKT que promueve la supervivencia por inhibición de las caspasas y el 

aumento de la permeabilidad vascular51. 

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

      

VEGFR-1 
  

  
 

VEGFR-2 
 

 
  

 

VEGFR-3   
  

 

      
Tabla 3 Ligandos específicos para cada receptor de VEGF 
 

En el infarto cerebral la expresión del VEGF-A164 se incrementa tempranamente39. 

En las primeras horas luego del infarto, las neuronas incrementan la expresión de VEGF-

A164 llegando al pico de expresión a las 3 horas para luego retornar a los valores basales 

hacia las 24 horas54. Luego son los astrocitos y el endotelio vascular los principales 

productores de VEGF- A164
55. La aplicación exógena de VEGF-A164 ha mostrado tener 

un efecto dual en este tipo de lesión, tanto neuroprotector56–58 como neurotóxico59,60. Aún 

no están completamente entendidos los mecanismos moleculares involucrados en ambos 

efectos pero se ha propuesto que podrían estar ligados biológicamente por la activación 

diferencial de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-250,61,62.  

 

Símb. Isoforma 
Ref. Seq. 
Proteína  

(Uniprot ID) 

aa.  
(da.) 

Regiones Ig 
cPTK ATP 

bind 
Poli
pet 

Loop 
PTM 

CDD Sec. Gli. Fos 

             

Flt1 
VEGFR-1 
isoforma 1 

NP_002010.2 
(L7RSL3) 

1338 
(150,769) 

E: 27..758 
T: 759..780 
I: 781..1338 

32..107, 
230..327, 
349..404, 
428..553, 
556..654, 
661..747, 
827..1158 

PTKc 
VEGFR2 
(cd05103) 

819.. 
1157 

833..834, 
841 ,859, 
861, 878, 
882, 907, 
909..912, 

1013, 
1020, 

1022, 
1026, 
1058..
1062, 
1071, 
1106 

1039..
1064 

100, 164, 
196, 251, 
323, 402, 
417, 474, 
574, 597, 
620, 625, 

666 

914, 
1053, 
1169, 
1213, 
1242, 
1309, 
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1029, 
1038..1041 

1327, 
1333 

sFlt1 
VEGFR-1 
isoforma 2 

NP_001153392.
1 (P17948-2) 

687 
(77,474) 

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

143..219, 
245..327, 
353..424, 
427..539, 
568..640, 

NP NP NP NP NP 

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

NP 

sFlt1-14 
VEGFR-1 
isoforma 

isoforma 3 

NP_001153502.
1 (P17948-3) 

733 
(82,124) 

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

143..219, 
237..328,  
353..424, 
447..544, 
568..640, 
671..708 

NP NP NP NP NP 

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

666 

NP 

 
VEGFR-1 
isoforma 4 

NP_001153503.
1 (P17948-4) 

541 
(60,917) 

E: 27..541 
T: NP 
I: NP 

143..219, 
245..327, 
353..424, 
439..466 

NP NP NP NP NP 

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

NP 

             

KDR VEGFR-2 
NP_002244.1 

(P35968) 
1356 

(151,527) 

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

46..110, 
141..207, 
224..320, 
328..414, 
421..458, 
551..660, 
667..753 

PTKc 
VEGFR1 
(cd14207) 

826.. 
1167 

840..842, 
848, 

866..868, 
885, 914, 
916..920, 
922..923, 

1019, 
1026, 
1035, 

1045..1047 

1028, 
1032, 
1064..
1068, 
1077, 
1112 

1045..
1070 

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

721 

1054, 
1059, 
1175, 
1214, 
1231, 
1235, 
1238, 
1305, 
1309, 
1319 

             

Long 
VEGFR-3 
isoforma 1 

NP_891555.2 
(P35916-2) 

1363 
(152,757) 

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

30..127, 
151..213, 
219..326, 
331..415, 
422..552, 
555..671, 
678..764 

PTKc 
VEGFR3 
(cd05102) 

845.. 
1173 

851..853, 
859, 

877..879, 
896, 925, 
927..931, 
933..934, 

1028, 
1035, 
1044, 

1054..1056 

1037, 
1041, 
1073..
1077, 
1086, 
1121 

1054..
1079 

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

830, 
833, 

1063, 
1068, 
1230, 
1231, 
1265, 
1333, 
1337, 
1363 

Short 
VEGFR-3 
isoforma 2 

NP_002011.2 
(P35916-1) 

1298 
(145,599) 

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

138..224, 
238..327, 
245..329, 
343..415, 
567..657,  
678..765,  
693..755,  
776..796,  
837..1176, 

PTKc 
VEGFR3 
(cd05102) 

837.. 
1176 

851..853, 
859, 

877..879, 
896, 925, 
927..931, 
933..934, 

1028, 
1035, 
1044, 

1054..1056 

1037, 
1041 , 
1073..
1077, 
1086, 
1121 

1054..
1079 

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

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

NP 
VEGFR-3 
isoforma 3 

NP_001341918.
1 

1306 
(143,914) 

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

137..224, 
245..329, 
245..329, 
352..418, 
564..657,  
678..765,  
693..755,  
776..796, 

PTKc 
VEGFR3 
(cd05102) 

837.. 
1176 

851..853, 
859, 

877..879, 
896, 925, 
927..931, 
933..934, 

1028, 
1035, 
1044, 

1054..1056 

1037, 
1041, 
1073..
1077, 
1086, 
1121 

1054..
1079 

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

853 

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 homólogos en R. norvegicus y M. musculus. 
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Símb.: símbolo de la proteína anotado en la base de datos Uniprot(EMBL-EBI); Ref. Seq. 
Proteína: Número de acceso de NCBI de la proteína; Uniprot ID: Código de identificación de la 
proteína en la base de datos Uniprot (EMBL-EBI); aa: número de aminoácidos de la proteína; 
da.: peso molecular de la proteína expresada en daltons; Regiones: segmento de la proteína extra 
citoplasmático (E), segmento transmembranal (T) y segmento intracelular (I); Ig: Posiciones en 
la secuencia de los aminoácidos correspondientes al dominio tipo inmunoglobulina de los VEGFR; cPTK: 
Posiciones de aminoácidos que corresponde al dominio catalítico de la tirosina cinasa de los VEGFR,; 
CCD: Código 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 aminoácidos del VEGFR 
que corresponden al sitio de unión a ATP; Loop: Secuencia de aminoácidos del VEGFR que corresponden 
al asa de activación (A-loop) dentro del sitio de unión a ATP; PTM: Modificaciones postraduccionales de 
VEGFR; Gli.:Posiciones de los sitios de glicosilación del VEGFR; Fos: Posiciones de los sitios de 
fosforilación del VEGFR. 

 

Por el lado de los receptores, las neuronas expresan constitutivamente el VEGFR-2 y 

luego del infarto incrementa su expresión en aquellas localizadas en el  borde de la 

lesión63. VEGFR-2 media el soporte trófico neuronal, el crecimiento axonal y la 

neurogénesis58,64, y en condiciones experimentales de isquemia tiene un efecto 

neuroprotector, tanto in vivo como in vitro56. Sin embargo, la activación de VEGFR-2 

también ha sido relacionada con un efecto neurotóxico atribuido principalmente a la 

alteración de la permeabilidad selectiva de la barrera hematoencefálica (BBB)62,65 por 

regulación negativa de claudina-5 y ocludina en células endoteliales66. La alteración de 

la permeabilidad selectiva de la BBB es bifásica en el infarto cerebral, los picos de 

aumento de la permeabilidad se dan a las 6 y 72 horas después del infarto67. La alteración 

de la BBB favorece la entrada de proteínas séricas al parénquima cerebral49; y promueven 

la expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1 y factores quimiotácticos como 

MIP-1α, que favorecen la infiltración leucocitaria68,69, que pueden exacerbar la respuesta 

inflamatoria e incrementar el daño32,49,70,71. La respuesta inflamatoria, que tiene un 

componente tanto local como sistémico, está regulada inicialmente por la 

microglía32,49,70,72,73, macrófago residente del sistema nervioso central (SNC)74. Los 
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patrones moleculares de daño como proteína de alta movilidad del grupo caja 1 

(HMGB1), ATP o proteína de shock térmico 60 (HSP60) liberados por las neuronas 

estresadas activan a la microglía hacia un fenotipo neurotóxico denominado 

M149,70,71,75,76, que se caracteriza por la liberación de citocinas pro-inflamatorias 

como IL-1β, IL-18, TNF-α e INF-γ49,75. La microglía activada M1 puede exacerbar 

el daño fagocitando neuronas estresadas no apoptóticas en la penumbra77–79, 

liberando radicales libres que exacerban el estrés oxidante de la isquemia49, o 

liberando metaloproteinasas de matriz (MMP) como MMP-2 y 9, que degradan a las 

proteínas de unión estrecha del endotelio vascular cerebral32,49,76, favoreciendo la 

alteración de la permeabilidad selectiva de la BBB. La inhibición temprana del 

fenotipo neurotóxico microglía M1, tiene un efecto neuroprotector80. Sin embargo, 

una depleción completa de la microglía exacerba el daño producido por la isquemia73, 

que se ha visto relacionado a un aumento de la actividad pro-inflamatoria del astrocito 

reactivo81. La microglía también expresa VEGFR-1 constitutivamente, y su 

activación se ha visto relacionada a la migración y la proliferación en modelos in 

vitro82. La migración de microglía/macrófagos cumple un rol importante en la 

anastomosis de los vasos formados de novo en la fase tardía de revascularización del 

tejido lesionado83. La depleción de las microglías por la inhibición farmacológica del 

receptor para el factor estimulante de colonias 1 (CSFR1) exacerba la muerte 

neuronal por una falla en la regulación de los astrocitos reactivos que promueve 

sobreproducción de moléculas pro-inflamatorias como IL-1α, IL-1β, TNF-α e IL-6 

que exacerban el estrés oxidante producido por el evento isquémico81. 
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Nombre 
genérico 

Nombre 
comercial 

Principio Mecanismo 
IC50 

VEGFR-1 
(flt-1) 

IC50 
VEGFR-2 

(KDR) 
Otros 

ALL 993 -- Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2, inhibidor competitivo 
del sitio de unión del ATP. 

130 nM 23 nM 

VEGFR-3: 18 nM 
c-KIT: 236 nM 
c-FMS: 380 nM 
PDGFR: 640 nM 
c-Abl: 2.8 µM 

axitinib Inlyta Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2, inhibidor competitivo 
del sitio de unión del ATP. 

0.1 nM 0.2 nM 

VEGFR-3: 0.3 nM 
PDGFR: 1.6 nM 
c-KIT: 1.7 nM 
RET: > 1 µM 

bevacizumab Mvasi /Avastin 

Anticuerpo IgG1 
monoclonal contra 
VEGF 
humanizado 

Se une a VEGF circulante e 
inhibe su unión al receptor 

ND ND -- 

DMXA 
ASA404/ 

Vadimezan 
Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

119 µM 11 µM -- 

cabozantinib 
Cabometyx/ 

Cometriq 
Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

ND ND ND 

lenvatinib Lenvima Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

22 nM 4 nM 
VEGFR-3: 5.2 nM 
PDGFR: 39 nM 
FGFR: 46 nM 

pazopanib Votrient   10 nM 30 nM 

VEGFR-3: 47 nM 
PDGFR: 84 nM 
c-KIT: 74 nM 
RET: > 1 µM 

ramucirumab Cyramza 

Anticuerpo IgG1 
monoclonal contra 
VEGFR-2 
humanizado 

Se une al segmento 
extracitoplasmático del 
VEGFR-2 e inhibe la unión 
de VEGF 

-- 2 nM -- 

sorafenib Nexavar Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

ND 90 nM 

VEGFR-3: 20 nM 
PDGFR: 60 nM 
c-KIT: 68 nM 
RET: 100 nM 

SU-1498 -- Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
2 

-- 700 nM PDGR: 50 µM 

SU-4312 -- Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

800 nM 800 nM PDGR: 1.4 µM 

SU-5402 -- Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

30 nM 20 nM 
EGFR: > 100 µM 
PDGR: > 100 µM 

SU-5416 Semaxanib Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2, inhibidor competitivo 
del sitio de unión del ATP. 

43 nM 220 nM 

VEGFR-3: 54 nM 
PDGFR: 68 nM 
c-KIT: 660 nM 
RET: 944 nM 

SU-6668 -- Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2, inhibidor competitivo 
del sitio de unión del ATP. 

15 nM 200 nM 

VEGFR-3: 10 nM 
PDGFR: 60 nM 
c-KIT: 660 nM 
RET: 944 nM 
FGFR1: 3 µM 

SU-10944 -- Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2, inhibidor competitivo 
del sitio de unión del ATP. 

6 nM 96 nM 
PDGFR: 1 µM 
RET: 1.6 µM 
FGFR1: 1.6 µM 

SU-11248 Sunitinib/Sutent Inhibidor químico 

Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2, inhibidor competitivo 
del sitio de unión del ATP. 

15 nM 38 nM 

VEGFR-3: 30 nM 
PDGFR: 55 nM 
c-KIT: 10 nM 
RET: 224 nM 

Vandetanib Caprelsa Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

77 nM 37 nM 

VEGFR-3: 660 nM 
PDGR: 580 nM 
c-KIT: 630 nM 
c-FMS: 1.4 µM 

XL-880 Foretinib Inhibidor químico 
Inhibe VEGFR -2, bloque 
competitivo del sitio de 
unión a ATP 

-- 0.9 nM MET: 0.4 nM 

ZM306416 
hydrochloride 

-- Inhibidor químico 
Inhibidor de la actividad 
tirosin quinasa de VEGFR-
1/2 

2 µM 100 nM -- 

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

Se ha demostrado que el VEGF-A164 tiene un efecto dual en el infarto cerebral tanto 

como un factor neurotóxico como neuroprotector y se piensa que este efecto ambivalente 

está relacionado a la activación diferencial de sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2, 

expresados constitutivamente en las células del parénquima cerebral. Ensayos in vitro41 

e in vivo84, sugieren que el efecto neuroprotector de VEGF-A164 en el infarto cerebral es 

preferencialmente dependiente de la activación del VEGFR-2 expresado en neuronas85. 

El VEGFR-1, tradicionalmente considerado como un señuelo o un regulador negativo de 

la activación de VEGFR-2, ha sido poco estudiado en el infarto cerebral, sin embargo, 

evidencias recientes muestran que la activación de VEGFR-1 participa en el 

reclutamiento leucocitario a la zona de lesión86,87, la revascularización del tejido 

infartado88,89 dependiente de la activación de los pericitos90, la inhibición de la apoptosis 

inducida por la isquemia en las neuronas del parénquima cerebral91, la regulación 

negativa de los scavenger receptors en las microglías activadas que se relaciona a una 

disminución del volumen de infarto92 y el aumento de la permeabilidad de la BBB 

relacionado a la activación de semaforina 3A que exacerba el daño producido por el 

infarto93. Sin embargo, aún no se ha determinado si el efecto de la activación de VEGFR-

1 puede estar modulada por la activación simultánea del VEGFR-2. 

2. HIPÓTESIS 

El efecto neuroprotector del VEGF-A164 en el infarto cerebral es parcialmente 

dependiente de la activación de VEGFR-1. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

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

cerebral. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Evaluar el efecto neuroprotector del VEGF-A164 en el modelo de infarto 

cerebral por oclusión transitoria de la arteria cerebral media.  

 Determinar si el efecto neuroprotetor de VEGF-A164 es dependiente de la 

activación diferencial de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2. 

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

viabilidad neuronal en el parénquima lesionado por el infarto. 

 Determinar si el efecto neuroprotector de VEGFR-1 es dependiente del 

perfil inflamatorio local y sistémico en el infarto cerebral. 

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

respuesta inmune temprana subsecuente a la polarización de la microglía. 

5. MÉTODOS 

A. Oclusión transitoria de la arteria cerebral media 

El modelo experimental de oclusión transitoria de la arteria cerebral media 

(t-MCAo) es el que mejor recapitula el mecanismo fisiopatológico del evento 

isquémico cerebral que ocurre en los seres humanos, puesto que consta de ambos 

componentes de daño, el isquémico seguido por el de reperfusión94. Para inducir 
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la t-MCAo se utilizó el método de Longa95, que se resume a continuación. Ratas Wistar 

machos (270-290 g) se anestesiaron con isofluorano (1.5% con oxígeno 0.5L/min), luego 

se registró la perfusión del parénquima cerebral irrigado por la arteria cerebral media en 

tiempo real mediante un láser Doppler colocado en el hueso parietal ipsilateral del cráneo 

en las coordenadas AP: -1.5, ML: +3.5. Posteriormente, se hizo una incisión paramedial 

en el tercio medio de la cara ventral del cuello y en el campo limitado por el músculo 

esternohioideo, esternocefálico y el digástrico se disecó en planos hasta exponer la arteria 

carótida común y sus ramas, se ligó la porción distal de la arteria carótida externa, la arteria 

tiroidea superior y la arteria occipital, luego de colocar pinzas hemostáticas en la porción 

proximal de la carótida común y la distal de la carótida interna, se introdujo un 

monofilamento de nylon con cubierta de silicón (DOCCOL-403734) por una incisión en 

la carótida externa y se dirigió hacia la carótida interna hasta alcanzar el nacimiento de la 

arteria cerebral media en el polígono de Willis (Figura 1), momento en el que se registra 

una caída de la perfusión sanguinea. Los animales fueron retirados inmediatamente de la 

anestesia y puestos en una cama caliente. A los 90 min de oclusión se retiró el filamento, 

y se registró la reperfusión con el láser Doppler. Como criterio de inclusión sólo se 

consideraron los animales con una caída inferiores al 40% del nivel basal. En los ratones 

balb/c (27-29 g.) la oclusión fue de 60 min. 
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Figura 1 Representación gráfica de la técnica de oclusión de la arteria 
cerebral media con un monofilamento de nylon. 

Luego de disecar la CC, se liga la porción distal de la STA, la ECA, y la OA; se 
hace una incisión en el extremo distal de la ECA por donde se introduce el monofilamente 
de nylon, luego se sección la STA, la ECA y la OA lo más pegado a las suturas, de tal 
manera que el muñon libre del a ECA distal pueda tretraerse cauldalmente hasta 
alinearlo con la dirección de la MCA. Se sigue introduciendo el filamento hasta registrar 
la caída en la perfusión por oclusión del nacimiento de la MCA. MCA: arteria cerebral 
media; PPA: arteria Pterigopalatina; OA: Arteria occipital; STA: arteria Tiroidea 
superior; ICA: arteria Carótida interna; ECA: arteria Carótida externa; CC: Carótida 
común. 
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B. Cuantificación del volumen de infarto 

Para evaluar el volumen de infarto se utilizó la técnica de tinción con cloruro de 

trifeniltetrazolio (TTC), indicador redox que al reaccionar con la cadena respiratoria 

funcional de la mitocondria precipita a un compuesto que tiñe el tejido vivo de color rojo. 

Las cuantificaciones fueron hechas 24 h luego de la oclusión, los animales se 

perfundieron con 200 mL de NaCl al 0.9% frío, luego de lo cual se extrajo el cerebro y 

se colocó 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 min a 37 °C y 

las imágenes de las secciones digitalizadas se capturaron con un escáner (Lexmark 

X2650, Lexmark, Canadá) y el programa Imaging Studio (Lexmark, Canadá). El 

volumen de infarto se midió con un programa semiautomatizado personalizado (Anexo 

I) implementado en Fiji-ImageJ V2 96. El volumen de infarto se corrigió con la siguiente 

fórmula 

𝐼𝑛𝑓𝑎𝑟𝑐𝑡 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 =  𝑡 × ෍ ቆ
𝐴௖௡௧ × 𝐴௜௡௙

𝐴௜௣௦
ቇ

௡

௜ୀଵ

 

Donde t es el grosor de las secciones (2mm), n es el número de secciones, Acnt es el 

área del hemisferio contralateral al infartado de la iésima sección, Ainf es el área de infarto 

en la iésima sección y Aips es el área del hemisferio ipsilateral a la lesión de la iésima 

sección 

C. Cuantificación del volumen de edema 

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

para ello los animales se perfundieron con 200 mL de NaCl al 0.9% frío, se extrajo el 
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cerebro y se colocó 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 

escáner (Lexmark X2650, Lexmark, Canadá) y el programa Imaging Studio 

(Lexmark, Canadá). Con el programa Fiji-ImageJ V2 96 se midió las áreas 

correspondientes a los hemisferios en cada sección del cerebro y se multiplicó por el 

grosor del corte (2 mm). Los resultados fueron expresados como la proporción del 

volumen del hemisferio ipsilateral en comparación al contralateral. 

D. Administración de VEGF-A164 e inhibidores farmacológicos 

El VEGF-A164 y sus inhibidores fueron administrados por vía 

intracerebroventricular (i.c.v.) con un capilar de vidrio graduado (diámetro de punta 

< 50 µm, velocidad de flujo 0.5 µL/min) en las coordenadas estereotáxicas AP: -0.8 

mm, ML: -1.5 mm, DV: -4.0 mm; a los 30 minutos de reperfusión. El VEGF-A164 

recombinante de rata fue reconstituido en una solución de albúmina sérica bovina 

(BSA) al 0.1% a una concentración final de 25 ng/µL; los inhibidores SU1498 y 

Axitinib, por su baja solubilidad en medios polares se resuspendieron en 

dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración final de 2.5 ng/µL. Para cada 

tratamiento se administró un volumen de 2 µL de cada solución de manera 

subsecuente, con un volumen final de 4 µL. En el caso de los controles, se 

administraron 2 µL de BSA 0.1% con 2 µL de DMSO. 

E. Evaluación de la viabilidad neuronal 

Para evaluar la viabilidad de los tejidos se utilizó la tinción con violeta de cresilo, 

colorante básico que tiñe los ácidos nucleicos y permite ver su morfología. Para ello, 
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los cerebros de ratas fijados 24 h en paraformaldehído al 4% en solución salina 

amortiguada con fosfatos (PFA) y deshidratados en sacarosa al 30% fueron 

seccionados en cortes finos coronales de 40 µm y almacenados en solución 

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 etílico crecientes (0, 

20, 75, 90, 100%), fueron teñidas con violeta de cresilo al 0.1% por 5 min a temperatura 

ambiente. Se tomaron microfotografías de 350 X 250 µm en campo claro usando el 

programa Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics Inc., Buckinghamshire, UK) y la 

cámara Evolution UVF (Media Cybernetics, 12 megapixel) acoplada al microscopio 

Olympus IX71 con magnificación de 20X de tres secciones consecutivas separadas por 

400 µm. Para evaluar la viabilidad de las neuronas piramidales de las capas III y V de la 

corteza cerebral se consideraron dos características de los núcleos teñidos con violeta de 

cresilo: el diámetro y la circularidad. Las imágenes digitalizadas fueron analizadas por 

una rutina de macro personalizada (Anexo II y Anexo III) implementada en el programa 

Fiji (Fiji-ImageJ, versión 1.52i, NIH, USA)96 tomando como parámetros una circularidad 

entre 0.47 y 0.88; y un área entre 30-250 µm2. Para calcular el índice de supervivencia, 

los conteos de neuronas vivas de cada sección fueron expresados como proporción 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 implementó un 

algoritmo en el lenguaje de programación R para el cálculo automatizado de todos los 

conteos (Anexo III). La fórmula resultante fue: 
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𝑠𝑢𝑟𝑣𝑖𝑣𝑎𝑙 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 =  

𝑝 ×

⎝

⎜
⎛

∑

⎝

⎜
⎛

∑ ቆ
𝐶௜

௜௣௦

𝐶௜
௖௡௧൘ ቇ௡

௜ୀଵ

𝑛

⎠

⎟
⎞

௧

௧
ଵ

⎠

⎟
⎞

𝑡 ×

⎝

⎜⎜
⎛

∑

⎝

⎜
⎛

∑ ቆ
𝑆௢

௜௣௦

𝑆௢
௖௡௧൘ ቇ௠

௢ୀଵ

𝑚

⎠

⎟
⎞

௣

௣
ଵ

⎠

⎟⎟
⎞

 

Donde Cips es el conteo ipsilateral de neuronas vivas, Ccnt es el conteo contralateral 

respectivo de neuronas vivas, n es el número de secciones coronales tomadas para 

cada cerebro infartado, t es el número de ratas infartadas por grupo, Sips es el conteo 

ipsilateral de neuronas vivas del grupo de ratas sham, Scnt es el conteo contralateral 

respectivo de neuronas vivas del grupo de ratas sham y m es el número de secciones 

coronales tomadas para cada cerebro del grupo de ratas sham, p es el número de ratas 

sham. 

F. Evaluación de la deficiencia neurofuncional 

Para evaluar el deterioro neurofuncional de los animales sujetos a t-MCAo se les 

aplicó una batería de evaluaciones neurológicas 24 h después de producido el evento 

isquémico. La función neurológica fue evaluada con fundamento en reportes 

anteriores97,98, con ligeras modificaciones. La severidad de la deficiencia 

neurofuncional se evaluó en 8 parámetros:  

Ítem Actividad Puntaje 
   

Actividad espontánea 

No se mueve y/o explora la caja incluso con estimulo 
externo. 

0 

Se mueve y/o explora la caja de evaluación por menos 
de 10 s. 

1 

Se mueve y/o explora la caja de evaluación al menos 
10 s. 

2 
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Se mueve y/o explora por más de 20 s la caja de 
evaluación. 

3 

   
   

Comportamiento circular 
levógiro 

No se mueve incluso con al estímulo 0 
Comportamiento circular al estímulo 1 
Comportamiento circular espontáneo 2 
No tiene comportamiento circular 3 

   
   

Estímulo doloroso 
(aducción del miembro anterior 

después de presionar 
ligeramente las puntas de los 

dedos) 

Movimiento asimétrico, aducción mínima del 
miembro contralateral a la lesión, permanece en el 
lugar. 

0 

Movimiento asimétrico, aducción incompleta parética 
y bradicinética del miembro anterior afectado por la 
lesión, permanece en el lugar luego del estímulo. 

1 

Movimiento asimétrico, aducción parética 
bradicinética del miembro anterior afectado por la 
lesión, permanece en el lugar luego del estímulo. 

2 

Movimiento asimétrico, aducción parética 
bradicinética del miembro anterior afectado por la 
lesión pero se aleja del estímulo doloroso. 

3 

Movimiento simétrico de los miembros y se aleja del 
estímulo doloroso. 

4 

   
   

Tracción prensil  
(evalúa la fuerza y el equilibrio 
del animal al ser puesto sobre 

una reja) 

Cae sin intentar sostenerse de la reja. 0 
Movimiento asimétrico, incapaz de soportar el peso de 
su cuerpo con el miembro anterior y posterior del lado 
afectado. 

1 

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

2 

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

3 

Simétrica. 4 
   
   

Cola suspendida 

Queda suspendida inmóvil, sin intentar incorporarse. 0 
Se tuerce sin poder elevar el cuerpo. 1 
Incapaz de incorporarse, eleva el cuerpo solo hasta la 
horizontal. 

2 

Eleva el cuerpo preferentemente por el lado ipsilateral. 3 
Eleva el cuerpo indistintamente por ambos lados. 4 

   
   

Postura 

Animal yace sobre la mesa. 0 
Miembro anterior y posterior contralateral incapaz de 
sostener el peso del cuerpo, el cuerpo descansa en la 
mesa sobre el lado afectado por la lesión. 

1 

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

2 

Cuerpo ligeramente rotado al lado contralateral. 3 
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Cabeza ladeada hacia al lado contralateral. 4 
Simétrica. 5 

   
   

Prueba del cilindro 

No se mueve. 0 
Comportamiento circular sin elevarse. 1 
Se eleva pero no apoya el miembro anterior afectado. 2 
Se eleva pero apoya preferentemente el miembro 
anterior no afectado. 

3 

Se eleva y apoya los miembros anteriores en la pared 
simétricamente. 

4 

   
   

Marcha 

No apoya la pata anterior afectada en la marcha, se 
apoya en el cuerpo del lado afectado. 

0 

Arrastra el dorso de la pata anterior afectada durante 
la marcha. 

1 

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

2 

Apoya el lado cubital de la pata anterior afectada 
durante la marcha. 

3 

Dedos de la pata anterior afectada extendidos durante 
la marcha. 

4 

Marcha simétrica. 5 
   
   

TOTAL  32 

 

La puntuación máxima alcanzada es de 32 (sin deficiencia neurofuncional) y la 

mínima es de 0 (deficiencia neurofuncional severa). 

G. RT-qPCR 

Para evaluar el componente sistémico de la respuesta neuroinflamatoria en el 

infarto cerebral se cuantificó la expresión de marcadores inflamatorios en leucocitos 

de sangre periférica. Para ello, 24 horas luego del infarto se tomó 1 mL de sangre de 

cada rata y se agregaron 50 µL de EDTA 0.5M pH 8.0 como anticoagulante, luego se 

mezclaron suavemente con 10 mL de buffer de lisis de eritrocito (NH4Cl 155mM, 

NaCO3 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 µL 

de cloroformo y se separaron en 2 fases por centrifugación a 12,000 x g por 15 min a 

4°C, se precipitó el RNA total de la fase acuosa con 500 µL de isopropanol, luego se 

hicieron dos lavados con etanol al 75% y se solubilizó el RNA precipitado en agua 

bidestilada (H2Odd). 

La pureza e integridad del RNA total se evaluaron por la relación de densidad óptica 

260/280nm y en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio, respectivamente. La 

reacción de retrotranscripción y amplificación se realizaron con el kit NZYspeed RT-

qPCR 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 transcripción reversa 

a 50°C; 2 min de activación de la enzima a 95°C; 40 ciclos de 5 s de desnaturalización a 

95°C, 30 s de alineación y amplificación a 61°C, usando los siguientes primers (Anexo 

IV):  

Gen 
Número de 

acceso 
Sentido Secuencia 

    

IL-1Beta NM_031512.2 
Forward CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGG 
Reverse TGTGCTCTGCTTGAGAGGTGCT 

    

IL-6 NM_012589.2 
Forward CGAGCCCACCAGGAACGAAAGTC 
Reverse CTGGCTGGAAGTCTCTTGCGGAG 

    

TGF-beta NM_021578.2 
Forward ACCTGCAAGACCATCGACAT 
Reverse TGTTGTACAAAGCGAGCACC 

    

GAPDH NM_017008.4 
Forward GCATCTTCTTGTGCAGTGCC 
Reverse GATCTCGCTCCTGGAAGATGG 
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 La cuantificación de la expresión relativa de los mensajeros se realizaron usando 

el método de 2-ΔΔCt , usando la expresión del mensajero de gliceroaldehído 3 fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia. Análisis de la curva de fusión y de 

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

qPCR.  

H. Milliplex 

Para complementar la evaluación de marcadores inflamatorios periféricos y 

centrales se cuantificaron los niveles de expresión a proteica. Para ello se obtuvieron 

muestras de sangre y líquido cefalorraquídeo (CSF), respectivamente, a las 24 h pos-

infarto. Las muestras de 1 mL de sangre se recolectaron por punción transcardiaca 

bajo anestesia, se agregó 50 µL/mL de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 

0.5M y luego se centrifugaron a 500 g por 8 min a temperatura ambiente, se extrajeron 

las fracciones plasmáticas de cada muestra y se almacenaron a -80°C hasta su 

procesamiento. Las muestras de CSF se obtuvieron por la punción de la cisterna 

magna con un capilar (VWR 53508-433 25 µL), las muestras se mantuvieron a -80°C 

hasta su procesamiento. La detección de citoquinas se realizó 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 simultáneamente la presencia de IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, 

IL-17, TNF-, CCL11, INF, CX3CL1 y VEGF. Los anticuerpos se resuspendieron 

en 3 mL de diluyente y los estándares se prepararon con H2Odd en concentraciones 

finales de 200 a 16,000 pg/mL. Los controles positivos se resuspendieron en 250 µL 
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de H2Odd. Luego se lavaron los pozos con 200 µL de buffer de ensayo, se pusieron 25 µL 

de estándares, controles positivos y muestras a cada pozo. Luego se agregaron 25 µL de 

buffer de mezcla y se incubaron en agitación constante por 2 h a temperatura ambiente. 

Luego de los lavados, se agregaron 25 µL de buffer de detección de anticuerpos, y se 

incubaron por 1 h en agitación constante a temperatura ambiente. Luego se agregaron 25 

µL de estreptavidina-ficoeritrina a cada pozo y se incubaron a temperatura ambiente por 

30 min en agitación constante. Previo a la lectura del equipo se agregaron 125 µL de 

líquido de cubierta. La placa fue leída 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 biológicos (n=3). 

I. Inmunofluorescencia 

Los cortes finos coronales de 40 µm del cerebro de ratas infartadas fijados en PFA y 

deshidratados en gradiente de sacarosa fueron incubados con solución de bloqueo (PBS 

con Tritón x-100 al 0.5% y albumina de suero bovino al 5%) por 1 hora a temperatura 

ambiente. Luego las secciones fueron incubadas en flotación 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° centígrados. Se lavo tres veces con solución de lavado (PBS 

con Tritón X-100 al 0.5%), cada una por 10 minutos en agitación constante. Y finalmente, 

se incubó con los anticuerpos secundarios Alexa 546 contra conejo y Alexa 488 contra 

ratón (ambos a 1:2000; Invitrogen, Caslbad, CA, EEUU) en solución de lavado por 2 

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

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

6. RESULTADOS 

A. La administración exógena VEGF-A164 en los primeros 30 minutos de 

reperfusión tiene actividad neuroprotectora en el t-MCAo. 

En este modelo in vivo, la sobreexpresión de VEGF-A164 ha mostrado tener un 

efecto ambivalente, tanto neuroprotector99 como neurotóxico100, por lo que iniciamos 

por definir el efecto de la administración exógena VEGF-A164. La lesión producida 

por la t-MCAo afecta principalmente la región del estriado (foco del infarto) y la 

porción medial de la corteza cerebral (penumbra). La administración i.c.v. de 50 ng 

de VEGF-A164, no mostró una mejoría significativa de la actividad neurofuncional 

(Figura 2A) pero si mostró una disminución significativa (p = 0.01) del 20% del 

volumen de infarto (media: 197.82 mm3, D.E.: 11.54 mm3) en comparación con el 

grupo infartado sin tratamiento (media: 250.14 mm3, D.E.: 26.14 mm3 ) (Figura 2B y 

Figura 2C), que se relacionó a un mayor número de neuronas viables (media de índice 

de supervivencia neuronal 0.5098, D.E.: 0.0743) visto en cortes coronales finos de 

cerebros de ratas infartadas teñidos con Nissl en comparación con las ratas infartadas 

administradas con vehículo (media de índice de supervivencia neuronal 0.1015, D.E.: 

0.0779) (Figura 2D y Figura 2E). Los resultados mostraron que la administración 

exógena de 50 ng de VEGF-A164 i.c.v. tiene un modesto efecto neuroprotector. 
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Figura 2 Efecto neuroprotector de la administración exógena de VEGF-A164 en el modelo de t-
MCAo 

(A) Comparación del desempeño neurofuncional tomado a las 24 h posteriores al infarto en el 
grupo sham, el vehículo (2µL de BSA + 2 µL de DMSO i.c.v.) y el grupo de VEGF-A164 (50 ng de VEGF-
A164 vía i.c.v.), con una n de 7 por cada grupo. (B) Comparación del volumen de infarto medido con la 
tinción de TTC a las 24 h posteriores a la isquemia, con una n de 5 por cada grupo. (C) Imágenes 
digitalizadas representativas de cada grupo de cortes coronales gruesos de 2 mm de ancho de cerebros de 
ratas teñidos con TTC, la lesión (representada por la región blanca del tejido) muestra una disminución en 
el grupo tratado con VEGF-A164, barra de calibración = 2 mm. (D) Microfotografías de cortes coronales 
finos de 40 µm de grosor de cerebros de ratas infartadas teñidos con violeta de cresilo, en el lado 
correspondiente al infarto (ipsilateral) se observa una menor densidad de núcleos y una contracción e 
hipercromía de algunos los núcleos presentes, barra de calibración = 50 µm. (E) Comparación del índice 
de supervivencia neuronal calculado a partir de las imágenes de microfotografía de cortes finos coronales 
de cerebros de ratas infartadas teñidos con Nissl, con una n de 3 por cada grupo. Las barras corresponden 
a ± 2 D.E. #: p < 0.05, *: p<0.01 y **: p<0.001. 
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B. La activación temprana del VEGFR-1 potencia el efecto 

neuroprotector del VEGF en el infarto cerebral. 

La actividad biológica del VEGF depende de la activación de los receptores 

tirosina cinasa; los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2, el canónico101. Dichos 

receptores están constitutivamente expresados en distintas células del parénquima 

cerebral. En ensayos in vitro se demostró que el efecto neuroprotector de VEGF, en 

condiciones de hipoxia, es dependiente de la activación del VEGFR-241, pero la 

participación de VEGFR-1 ha sido poco estudiada. Para abordar esta pregunta 

utilizamos el inhibidor farmacológico de VEGFR-2 SU-1498 (IC50 700 nM), 

permitiendo así analizar la actividad aislada de VEGFR-1. La inhibición 

farmacológica temprana del VEGFR-2 con SU1498 mejora significativamente 

(p<0.0001) el desempeño neurofuncional (media: 20.43, D.E.: 1.62) en comparación 

con el grupo de ratas no tratadas y tratadas con VEGF. La administración de Axitinib, 

un inhibidor farmacológico no específico de los tres receptores para VEGF (IC50 0.1 

nM para VEGFR-1, IC50 0.2 nM para VEGFR-2), suprime completamente el efecto 

neuroprotector visto con la administración temprana de SU-1498 (Figura 3A). La 

administración conjunta de los inhibidores con VEGF no altera los resultados antes 

vistos (Figura 3A) o en comparación 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 administración conjunta con VEGF, muestran una 

reducción significativa del volumen de infarto a menos del 50% al observado a las 
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ratas tratadas con Axitinib, con o sin administración conjunta con VEGF (Figura 2B y 

Figura 2C). Asimismo, el índice de supervivencia neuronal es cuatro veces superior en el 

grupo de ratas tratadas con SU1498, en comparación con las ratas tratadas con Axitinib 

(Figura 2D y Figura 2E). Estos resultados demuestran que el bloqueo temprano de la 

activación 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 inhibición temprana del 
VEGFR-2 

(A) Comparación del desempeño neurofuncional tomado a las 24 h 
posteriores al infarto en el grupo tratado con SU1498 (50 ng de SU1498 en 2 
µL de DMSO + 2 µL de BSA i.c.v.), el tratado con Axitinib (50 ng de Axitinib 
en 2 µL de DMSO + 2 µL de BSA i.c.v.), el tratado con SU1498-VEGF (50 ng 
de VEGF en 2 µL de BSA + 50 ng de SU1498 en 2 µL de DMSO i.c.v.) y el grupo 
tratado con Axitinib-VEGF (50 ng de VEGF en 2 µL de BSA + 50 ng de Axitinib 
en 2 µL de DMSO i.c.v.), con una n de 7 por grupo. (B) Comparación del 
volumen de infarto medido con la tinción de TTC a las 24 h posteriores a la 
isquemia, con una n de 5 por grupo. (C) Imágenes digitalizadas representativas 
de cada grupo de cortes coronales gruesos de 2 mm de ancho de cerebros de 
ratas teñidos con TTC, la lesión muestra una disminución significativa en los 
grupos tratados con SU1498 y SU1498-VEGF, barra de calibración = 2 mm. 
(D) Microfotografías de cortes coronales finos de 40 µm de grosor de cerebros 
de ratas infartadas teñidos con violeta de cresilo, en el lado correspondiente al 
infarto (ipsilateral) se observa una menor densidad de núcleos y una 
contracción e hipercromía de algunos los núcleos presentes, barra de 
calibración = 50 µm. (E) Comparación del índice de supervivencia neuronal 
calculado a partir de las imágenes de microfotografía de cortes finos coronales 
de cerebros de ratas infartadas teñidos 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 reducción del volumen de 

infarto. 

El edema es otro componente importante de la fisiopatología del infarto cerebral que 

puede exacerbar el daño producido por la isquemia inicial102 y ha sido relacionado con el 

efecto neurotóxico mediado por VEGF103. 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 administación 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 reducción 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 está bien establecido que la zona de 

penumbra del parénquima lesionado entra en un estado hipermetabólico104,105, 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 neuroprotección por activación preferencial de VEGFR-1 es 

independiente de la modulación de la respuesta neuroinflamatoria 

Los ensayos de Milliplex se realizaron en muestras pareadas de suero (Figura 4ª) 

y líquido cefalorraquídeo (Figura 4B) de ratas infartadas, a las 24 h de reperfusión, 

pese a las tendencias se logró observar cambios estadísticamente 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 vehículo . 
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Figura 4 La inhibición de la activación de los receptores de VEGF no modula 
la respuesta neuroinflamatoria 

Heatmap de la expresión, a nivel protéico, de los principales marcadores 
inflamatorios en líquido cefalorraquideo (A) y en el plasma sanguíneo (B), a las 24 h luego 
del evento isquémico. Nivel de expresión de mRNA de IL-1β (C), IL-6 (D) y TGF-β (E), 
normalizado con la expresión en el grupo sham. Las barras corresponden a ± 2 DE. IL-1β: 
interleucina 1 beta, IL-6: interleucina 6, TGF-β: factor de crecimiento transformante beta. 
Las barras corresponden a ± 2 DE. 
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F. El efecto neuroprotector de VEGFR-1 no está relacionado a la 

polarización de la microglía. 

La microglía/macrófagos marcados indistintamente con la molécula adaptadora 1 

de unión a calcio ionizado (Iba1+) presentan una forma ameboide en la corteza 

ipsilateral a la lesión. La forma ameboide de la microglia es un indicador de 

activación, más no de polarización para lo cual se utilizó la marca de arginasa-1 

(Arg1). Arg1 es un marcador de microglía polarizado al fenotipo anti-inflamatorio 

M2. La marca de Arg1 es expresada por la mayoría de las células Iba1+ vistas en las 

microfotografías, en todos los grupos excepto en el grupo sin tratamiento (vehículo).  

En el lado contralateral (Figura 5), la microglía conserva morfológicamente sus 

proyecciones típicas, cortas y múltiples; pero también, expresa Arg1, excepto en el 

grupo tratado con Axitinib, que muestra parcialmente la polarización de éstas hacia 

un fenotipo anti-inflamatorio M2. 

Estos resultados cualitativos muestran que la microglía está polarizado al fenotipo 

M2 en la corteza de ambos hemisferios a las 24 h luego del infarto, 

independientemente del tamaño de la lesión o el tratamiento. Además, el efecto 

neuroprotector dependiente de la activación preferencial de VEGFR-1 es 

independiente de la polarización de la microglía. 

 

  
Figura 5: Polarización de la microglía hacia el fenotipo M2 en la corteza de cerebros de 
ratas infartadas. 

Microfotografías de inmunofluorescencia confocal de cortes coronales de cerebros de ratas 
infartadas, tomadas en la región periinfarto de la corteza entre las capas III y V. La micrglía fue marcada 
con Iba1+ (rojo), la polarización hacia fenotipo M2 fue identificada por la presencia de la marca de Arg 
(verde), los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Barras de calibración 20µm.  
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7. DISCUSIÓN 

Se ha demostrado que el VEGF-A164 tiene un efecto dual en el infarto cerebral. 

La administración intravascular de VEGF-A164 1 h o 48 horas luego del infarto tiene 

un efecto neurotóxico por aumento de la permeabilidad de la BBB59. La alteración de 

la permeabilidad selectiva es dependiente de la activación de las vías Src y PI3-

K/Akt/eNOS106 de VEGFR-262, que induce la regulación negativa de las uniones 

estrechas del endotelio vascular disminuyendo su expresión y promoviendo su 

degradación a nivel protéico66,107, exacerbando el daño producido por el infarto 

cerebral108,109. Por otro lado, la administración continua i.c.v. de VEGF-A164 entre las 

24 a 96 h posteriores al infarto tiene un efecto neuroprotector en la lesión isquémica56. 

Ensayos in vitro41 e in vivo84, sugieren que el efecto neuroprotector de VEGF-A164 es 

preferencialmente dependiente de la activación del VEGFR-2 expresado en 

neuronas85. Sin embargo, el efecto biológico de la activación 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 activación o 

inactivación de VEGFR-2. En congruencia con nuestros resultados, el trabajo de Sun 

et al. (2004) muestra que la activación de VEGFR-1 por administración local de su 

ligando canónico VEGF-B tiene un efecto neuroprotector en modelos similares de 

infarto110. 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 lesión de neuronas 

del ganglio trigémino111; además, el trabajo de Li et al. (2008) muestra que la deleción 

de VEGF-B en ratones transgénicos incrementa el volumen de infarto en el 40%112. 
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Nuestros resultados muestran que el efecto neuroprotector de la activación de VEGFR-1 

por VEGF-A164 está asociado a una menor muerte neuronal en el parénquima lesionado 

que puede ser debida a la regulación negativa de la expresión de proteínas pro-apoptóticas 

de la familia de BH3, asociada a la activación de VEGFR-1112. Además, la expresión 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 expresión a las 24 h después 

del evento isquémico113,114. El VEGFR-1 también es expresado por el endotelio y la 

microglía115. Nuestros resultados muestran que el efecto neuroprotector de VEGFR-1 no 

está relacionado a la regulación del edema por alteración del endotelio vascular. 

Interesantemente, el trabajo de Van Bruggen et al. (1999) muestra que la disminución de 

la activación de VEGFR-2 disminuye la formación del edema109. Nosotros no 

encontramos diferencias significativas del volumen de edema con la administración del 

inhibidor farmacológico de VEGFR-2 (SU1498). Esto parcialmente se explica por la 

ubicación polarizada de los receptores de VEGF en los lados luminal y abluminal del 

endotelio vascular que inducen diferentes respuestas biológicas65. Van Bruggen et al. 

(1999) inhiben la activación de los receptores expresados en el lado luminal, y en nuestro 

trabajo inhibimos los del lado abluminal, lo que sugiere que la activación de los 

receptores para VEGF en el lado luminal están más relacionados a la formación del 

edema en el infarto cerebral.  

La respuesta inflamatoria es un elemento clave en la fisiopatología del infarto 

cerebral, participando tanto en los mecanismos de daño neuronal como de reparación y 

revascularización del tejido lesionado49. La respuesta inflamatoria se inicia y es modulada 

tempranamente por la microglía49,70. La microglía responde dinámicamente a la lesión 
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isquémica, polarizándose en las primeras 72 h a un fenotipo M2 neuroprotector 

seguido de una transición al fenotipo neurotóxico M1116. Consecuentemente, nuestros 

resultados muestran que la microglía en el borde peri-infarto expresa Arg1, marcador 

de fenotipo M2, 24 h después del evento isquémico y que la inhibición de los 

receptores de VEGF no altera dicha polarización. La microglía en la fase aguda 

disminuye la expresión de moléculas proinflamatorias en astrocitos reactivos como 

IL-1α, IL-1β, TNF-α e IL-6, cuya sobreproducción se relaciona a mayor estrés 

oxidante y muerte neuronal81. Nosotros no encontramos diferencias significativas en 

la expresión de dichos marcadores inflamatorios a nivel de proteína ni mensajero, a 

nivel local o sistémico. Pese a que la microglía activada expresa VEGF y el VEGFR-

1117, nuestros resultados muestran que el efecto neuroprotector de VEGFR-1 no está 

directamente relacionado a la modulación de la respuesta inmune en las primeras 24 

horas después del infarto. En línea con estos resultados, el trabajo de Beck et al. 

(2010) demostraron que la inhibición de VEGFR-1 en fagocitos por deleción del 

dominio TK no disminuye el volumen de infarto, pese a que se observó una 

disminución significativa de la infiltración de microglía/macrófago/monocito a la 

zona de lesión115.  

8. CONCLUSIONES 

El efecto neuroprotector visto por la inhibición selectiva de VEGFR-2 para ser 

dependiente a la activación de VEGFR-1 por el ligando endógeno en el infarto 

cerebral. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

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

MCAo, es explicada de manera insuficiente por la variación intrínseca atribuida a 

los modelos biológicos. La caída de la perfusión mayor al 60% del nivel basal 

como el principal criterio de inclusión 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 reperfusión se definen dos curvas 

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

consecuencia del establecimiento de la lesión isquémica en el parénquima cerebral 

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

2. HIPÓTESIS 

Las curvas estereotipadas de perfusión en la fase inicial de la reperfusión 

determinan el grado de compromiso isquémico del parénquima cerebral.  

3. OBJETIVO GENERAL 

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

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

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Implementar y estandarizar un modelo de microscopía intravital por ventana 

intracraneal para determinación de la irrigación sanguínea en la corteza cerebral 

in vivo. 

 Caracterizar las curvas estereotipadas de la perfusión del parénquima cerebral 

lesionado por el infarto en el inicio de la reperfusión. 
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 Determinar si la caída de la perfusión se relaciona con un fenómeno de 

vasoconstricción por microscopía intravital.  

5. MÉTODOS 

A. Microscopía intravital del árbol vascular cerebral 

Para evaluar la hemodinámica de los vasos cerebrales se implementó una técnica 

de microscopía intravital que permite observar en tiempo real la vasculatura 

cerebral durante el infarto y la reperfusión 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 implantó una ventana intracraneal, en ratones 

anestesiados con isofluorano (1.5% con oxígeno 0.5L/min) se les realizó una 

craneotomía de 3 mm de diámetro en la región medio lateral del hueso parietal 

ipsilateral al infarto, con el cuidado de mantener intacta la duramadre subyacente 

al hueso. Para evitar el trauma mecánico que pudiera producir la ventana rígida 

contra la superficie blanda de la corteza cerebral, se colocaron entre ambas 

superficies 20 µL de CSF artificial (NaCl 127 mM, KCl 1 mM, KH2PO4 1.2 mM, 

NaHCO3 26 mM, D-glucosa 10mM, CaCl2 2.4 mM, MgCl2 1.3 mM) en agarosa 

2%, y luego encima la ventana (cubreobjetos circular de 5 mm de diámetro) que 

se fijó al cráneo 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 oxígeno 

0.5L/min) se les colocó un adaptador de acrílico diseñado específicamente para 

girar el cráneo 50° (en el plano coronal) y colocar la región de parénquima 

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

0.3mg/g de peso corporal)118 por la vena yugular ipsilateral. Luego se realizó el 

protocolo de MCAo por la técnica, descrita a continuación. Para obtener las 

imágenes de microscopía, se retiró la anestesia inhalada y se reemplazó por 

anestesia intramuscular (ketamina 65mg/kg, xilacina 13mg/kg, acepromazina 

1.5mg/kg)119. En el microscopio Carl Zeiss LSM710 con el objetivo W Plan-

Apochromat 20x/1.0 DIC VIS-IR (medio de inmersión agua) se obtuvieron 

imágenes de fluorescencia con el programa ZEN system (Carl Zeiss) en campos 

de 230 x 230 µm (300 x 300 pixeles) a una profundidad de 180 µm de la 

duramadre, con una excitación de 780 nm emitida por el láser “ti sapphire laser” 

-Coherent y se recolectó las señales emitidas a 519 nm a una velocidad de 180 

ms/cuadro. Para la reconstrucción de la vasculatura de los empalmes de 150 µm 

de grosor tomados, se aplicó un filtro de máxima proyección. 

B. Oclusión transitoria de la arteria cerebral media 

Para inducir la t-MCAo se utilizó el método de Longa95, que se resume 

a continuación. Ratones balb/c (27-29 g.) se anestesiaron con isofluorano 

(1.5% con oxígeno 0.5L/min). La ventana intracraneal puesta 24 horas en el 

sitio de registro de la perfusión impidió registró Doopler de la perfusión. Se 

hizo una incisión paramedial en el tercio medio de la cara ventral del cuello y 

en el campo limitado por el músculo esternohioideo, esternocefálico y el 

digástrico se disecó en planos hasta exponer la arteria carótida común y sus 

ramas, se ligó la porción distal de la arteria carótida externa, la arteria tiroidea 

superior y la arteria occipital, luego de colocar pinzas hemostáticas en la 

porción proximal de la carótida común y la distal de la carótida interna, se 
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introdujo un monofilamento de nylon con cubierta de silicón (DOCCOL-602291) por 

una incisión en la carótida externa y se dirigió hacia la carótida interna hasta alcanzar 

el nacimiento de la arteria cerebral media en el polígono de Willis (Figura 1). A los 60 

min de oclusión se retiró el filamento, y se registró la dinámica vascular por la técnica 

de microscopia intra vital antes descrita. 
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Figura 6: Representación gráfica de la microscopía intra vital del árbol vascular. 
Se muestra un corte coronal de la cabeza del animal montado en el bastidor diseñado para ser 

acoplado al microscopio multifotónico. En rojo se representa la zona de parénquima cerebral lesionado 
por el infarto, en azul oscuro el líquido cefalorraquídeo, en amarrillo el hueso parietal. Nótese 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 lesión en el rango de trabajo del objetivo del microscopio, 
para ello se diseño una prótesis que permite girar el cráneo y fijarlo al poste móvil del bastidor. 
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C. Cuantificación del diámetro de vasos 

Para la cuantificación del diámetro de los vasos en las adquisiciones time lap de 

fluorescencia, primero se alinearon las imágenes con el plug-in “Template matching” 

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

corrió una rutina de macro personalizada (Anexo VII) implementada en el programa 

Fiji-ImageJ V296 que permite marcar entre 15 a 25 áreas de interés (ROIs de 1 x 20 

pixeles) en un trayecto lineal de 10 µm por vaso, el diámetro de los vasos es calculado 

por el programa a partir de la imagen binaria de cada ROI en cada cuadro de forma 

automática (Anexo VII). Luego, los datos fueron importados a R con ayuda de un 

algoritmo específicamente desarrollado (Anexo VIII), y fueron alineadas 

manualmente con funciones desarrolladas en R (Anexo IX), la media de los diámetros 

de cada vaso tomados a partir de sus ROIs respectivos fue comparada en dos tiempos, 

durante la oclusión y en la fase temprana de la reperfusión (Anexo X). La 

comparación de los diámetros se hizo a partir de la media de las distancias de los datos 

correlacionados de los diámetros durante la oclusión y en la fase temprana de la 

reperfusión a la línea de tendencia (cuya pendiente está determinada por el ensayo 

control), esto se hizo de forma automática con la implementación de una rutina en R 

(Anexo X). Entonces la distancia queda definida con la siguiente función: 

𝑑௜  =  𝑐𝑜𝑠 𝛼 (𝑦௜ − 𝑥௜ 𝑡𝑎𝑛 𝛼) 

Donde di es la distancia, α es el ángulo de la pendiente, yi es el diámetro durante 

la fase temprana de reperfusión y xi es el diámetro del vaso durante el MCAo (Anexo 

XI). 
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D. Análisis estadístico 

Todos los análisis fueron realizados en R versión 3.5.1 (Feather Spray). Se aplicó 

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 según correspondiera.  Para los 

análisis de 3 o más grupos luego de probar la homocedasticidad y homogeneidad 

entre los grupos, se utilizó la prueba de ANOVA con la prueba pos hoc de Tukey. 

Se aplicó la prueba exacta de Fisher para comparar la supervivencia entre los 

grupos. 

6. RESULTADOS 

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

del filamento en el modelo de t-MCAo. 

En el modelo de t-MCAo por oclusión intraluminal, las caídas de la perfusión 

son ampliamente variables, usualmente se toma como criterio de inclusión 

animales cuyas caídas 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 lesión 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 observó que en la fase 

inicial de la perfusión del parénquima infartado inmediatamente posterior al retiro 

del filamento, las lecturas medidas con el láser Doopler muestran dos curvas 

estereotipadas (Fig 3A y 3B). Un grupo cuya curva de perfusión asciende 

rápidamente, que representa una recuperación inmediata de la perfusión de ahora 

en adelante será denominado grupo “rise” y el otro grupo cuya curva de perfusión 
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desciende progresiva pero momentáneamente, caída transitoria de la perfusión de 

ahora en adelante será denominado grupo “drop”. Dicha caída es 

significativamente distinta a la del grupo “rise” (p<0.001, Fig. 3D) y alcanza 

momentáneamente en el primer minuto niveles de perfusión menores a los registrados 

durante la oclusión de la arteria cerebral media en los 90 min de oclusión. A partir de 

los cinco min, la velocidad de recuperación de la perfusión se iguala en ambos grupos 

(Fig. 3F). Puesto que ningún tratamiento neuroprotector fue administrado, las 

variaciones en el volumen de infarto, perfusión del tejido y dinámica vascular, son 

consecuencia directa de los mecanismos moleculares fisiopatológicos del evento 

isquémico cerebral.  

Los resultados muestran la distinción cuantitativa de las señales de perfusión 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 perfusión en la fase inicial de la reperfusión. 
(A) Representación esquemática de la MCA y su nacimiento en el polígono de Willis, en 5 momentos durante el 
procedimiento de t-MCAo. (B) Lecturas representativas sobrepuestas de la perfusión del tejido infarto medido con 
el láser Doppler expresados como porcentaje de la perfusión 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 inflexión divergente entre las curvas de perfusión del tejido isquémico al momento de retirar la oclusión 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 perfusión sobrepuestas (n=5 por grupo), línea sólida es el promedio de 
la lectura para cada punto de tiempo, el área sombreada representa +/- 2D.E. para cada punto. (D) lectura de 
perfusión del parénquima infartado a los 30 s del retiro del filamento, representado como veces de cambio con 
respecto a la lectura de perfusión durante la oclusión. (E) lectura ecaladas de perfusión 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 perfusión durante la oclusión. (G) Porcentaje de sobrevivencia entre los grupos. 
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B. Sólo el grupo drop presenta el volumen de infarto esperado para el 

tiempo de oclusión. 

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 mm3) y significativamente mayor 

en comparación con el grupo “rise” (media = 138.0 mm3; p < 0.001; Figura 8ª y 7B). 

Sin embargo, no encontramos una correlación entre el volumen de infarto y la caída 

de la perfusión durante la oclusión de la MCA (Figura 8C), lo que muestra que la 

caída de la perfusión registrada por el láser Doppler no permite predecir la intensidad 

del compromiso del flujo vascular. Las diferencias observadas entre los grupos son 

independientes a la caída inicial de la perfusión de la MCA (Figura 8E) o diferencias 

en el tiempo de oclusión (Figura 8D). Estos resultados muestran que sólo el grupo 

“drop” con caída de la perfusión en los primeros minutos presentan un compromiso 

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

A: Series completas de cortes coronales (2 mm) representativos de 
cerebros de ratas infartadas teñidos 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:  cuantificación del volumen de infarto 
expresado en mm3 de los cortes coronales teñidos con TTC. C: gráfica de 
dispersión del volumen de infarto expresado en  vs el porcentaje de caída de la 
perfusión cuando se ocluye el nacimiento de la MCA, expresado como porcentaje 
de la perfusión basal. D: tiempo de infarto en ambos grupos. E: caída de la 
perfusión cuando se ocluye el nacimiento de la MCA. Grupo rise color verde, grupo 
drop color azúl. Los datos se muestran con medias +/- 2 desviaciones estándar. 
Cada punto corresponde a una medición 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 caída de la perfusión en el grupo “drop” presenta un porcentaje de 

supervivencia del 41.2% que es estrechamente cercano al reportado en seres humanos 

(44%)3,120 y que es significativamente mayor (p = 0.02) al observado en el grupo 

“rise”, cuyo porcentaje de supervivencia es del 90% (Fig. 3G). 

D. El infarto cerebral se asocia a una vasoconstricción inmediata a la 

reperfusión. 

Para evaluar si la disminución de la perfusión vista en el grupo “drop”, descrita 

anteriormente, se relaciona con un fenómeno vascular activo, se hicieron ensayos de 

microscopía multifotónica en ratones infartados a través de una craneotamía del hueso 

parietal cubierta con una ventana intracraneal localizada sobre el parénquima 

comprometido por el infarto territorio de la MCA. El árbol vascular se marcó 

fluorescentemente con una inyección sistémica de FITC-Dextran 70 kDa, bajo el 

microscopio multifotónico se registró en tiempo real la dinámica vascular durante la 

oclusión, el retiro del filamento y la fase inicial de reperfusión. Los vasos marcados 

con FITC-Dextran 70 kDa muestran que el flujo sanguíneo está detenido durante la 

oclusión y se restablece inmediatamente con el retiro del filamento; el calibre de los 

vasos, antes y después de la reperfusión, no varía (Fig. 5A y 5C) en ratones sin lesión 

evidente en el parénquima cerebral evaluado por TTC. Por otro lado, cuando 

observamos la lesión 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. 5E y 5F). 

Consecuentemente con estos cambios, la perfusión del tejido cuantificada por la 

fluorescencia media de FITC en el campo aumenta en el grupo en el que no se observó 

vasoconstricción y disminuye en el que presentó vasoconstricción (Fig. 5B).  
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7. DISCUSIÓN  

La alta variabilidad reportada en el volumen del infarto, característico del modelo 

t-MCAo, es explicada de forma limitada por la variación intrínseca atribuida a los 

modelos biológicos. Por consenso se toma una caída de la perfusión mayor al 60% 

del nivel basal como el principal criterio de inclusión; sin embrago, este argumento 

no es suficiente para discriminar los infartos logrados correctamente ya que en nuestro 

grupo de trabajo hemos observado caídas entre 75-95% sin lesión evidente del 

parénquima cerebral infartado, cuantificado a las 24 h (Figura 10), que pueden ser 

resultado de particularidades anatómicas como variaciones sutiles en el diámetro y 

configuración de los vasos que conforman el polígono de Willis121. Sin embargo, no 

existe una correlación estadísticamente significativa entre el volumen de infarto y la 

caída de la perfusión (Figura 8C). Lo anterior demuestra que la caída de la perfusión 

por si sola es un marcador insuficiente para discriminar infartos adecuadamente 

instalados122, que deberían tener un volumen entre 250-380 mm3 para los 90 min de 

oclusión123, de los infartos que no se lograron de manera correcta. Por otro lado, las 

lecturas de perfusión en la fase de reperfusión muestran dos curvas estereotipadas 

Figura 9: Vasoconstricción en el parénquima afectado por el infarto 
A: Imágenes representativas obtenidas con el microscopio de dos fotones de 40 s antes y 

después del retiro del filamento que produce la oclusión de la MCA. Los vasos teñidos con FITC y la 
intensidad de fluorescencia expresada en pseudocolor, escala a la derecha. En la mayoría de vasos de 
la serie superior la marca fluorescente incrementa al retirar la oclusión de la MCA (flechas de color 
amarillo), por el contrario en la serie de abajo se observa que algunos vasos disminuyen la señal 
(flechas rojas) y otros no muestran cambios significativos (puntas de flecha celeste). B: perfusión del 
tejido infartado en los primeros 60 s de reperfusión, expresado como la fluorescencia media de FITC 
en todo el campo. C y D: Cuantificación del diámetro de los vasos antes y después de retirar la oclusión 
de la MCA y permitir la reperfusión. E: máxima proyección de 180 µm de grosor de la vasculatura 
cerebral teñida fluorescentemente con FITC, las flechas rojas muestran los vasos que pierden la señal 
de FITC al inicio de la perfusión del tejido luego de retirar la oclusión de la MCA. F: dinámica del 
diámetro de vasos individuales durante la maniobra de retiro del filamento y reperfusión del tejido 
infartado. Grupo rise color verde, grupo drop color azúl. Cada punto corresponde a una medición 
individual. 
no contr.: gupo que no presentó la vasoconstricción; contr: grupo que presentó la vasoconstricción; 
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 caída transitoria de la perfusión mediata al 

retiro del filamento, que se relaciona a volúmenes 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 caída del 

flujo sanguíneo durante la reperfusión ha sido descrita anteriormente como el 

fenómeno del no-reflujo124. La aplicación de heparina no mejora o evita el 

fenómeno de no-reflujo por lo que se propuso que este fenómeno se relaciona a 

un proceso activo de vasoconstricción124. Nuestros resultados muestran que la 

disminución de la perfusión al inicio de la reperfusión está relacionada a la 

vasoconstricción 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 disminución transitoria del flujo 

sanguíneo por vasoconstricción, lo que conduce a la expansión progresiva del 

núcleo del infarto33. Sin embargo, en dicho trabajo no evalúan si este fenómeno 

continúa ocurriendo durante la fase de reperfusión. La caída de la perfusión que 

observamos en el grupo “drop” se asemeja a las reportadas en la AD por Shin et 

al. (2006) (Figura 7B y C), además, se observan caídas parciales intermitentes 

durante los primeros 30 min de reperfusión de forma y frecuencia similares a las 

reportadas para las SD. Estos resultados sugieren que este fenómeno de caídas 

parciales transitorias de la perfusión durante la fase inicial de la reperfusión se 

relaciona a corrientes despolarizantes, pero sería necesario un registro 
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electrofisiológico de la corteza parietal para corroborar dicha relación. 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 

contracción de los pericitos que lleva a la oclusión de los capilares de primer orden, 

exacerbando la lesión isquémica36. En congruencia con estos resultados, el patrón de 

vasoconstricción 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 

serían los responsables de la vasoconstricción en la fase aguda de reperfusión del 

evento isquémico. Asimismo, el trabajo de Khennouf et al. (2018) muestra que la SD 

produce una contracción fuerte y prolongada de los pericitos ubicados en los capilares 

de primer orden por un incremento sostenido del calcio citoplasmático35 que puede 

estar relacionado a la liberación progresiva y constante de calcio de los astrocitos en 

la zona lesionada por la hipoxia125. 
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Figura 10: La caída mayor de la perfusión es insuficiente para predecir el 
establecimiento de la lesión isquémica. 

Se muestran cortes coronales gruesos de cerebros completos de ratas infartadas teñidos con 
TTC de dos experimentos independientes. No se observa lesión en ninguno de los cortes, pese a que las 
caídas de perfusión 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 caída de la perfusión inmediata al retiro de la oclusión de la arteria cerebral 

media está relacionada a la vasoconstricción de la microvasculatura cerebral. 

La caída de la perfusión mayor al 60% es un criterio de inclusión poco 

confiable para determinar si se estableció adecuadamente el infarto.  
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ANEXOS 

Anexo I Algoritmo para el cálculo semi automaatizado del volumen de infarto a partir de 
imágenes 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 
Dir1=”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 sección 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 sección 
File.makeDirectory(Dir0);        
  // Creacion de todos las carpetas  
File.makeDirectory(Dir1); 
File.makeDirectory(Dir2); 
File.makeDirectory(Dir3); 
File.makeDirectory(Dir4); 
File.makeDirectory(Dir5); 
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 
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run(“Enhance Contrast”, “saturated=0.35”); 
run(“Unsharp Mask...”, “radius=1 mask=0.70”); 
run(“Despeckle”); 
run(“Gamma...”, “value=1.20”); 
run(“RGB Color”); 
saveAs(“Tiff”, Dir1+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=””; 
Cntr=0; 
Dialog.create(“Que desea hacer?”); 
// Creacion de la ventana de dialogo 
Dialog.addChoice(“         Deseo:        “, newArray(“Seleccionar nueva 
area”,”Salir de edicion”)); 
Dialog.show(); 
Action_Selection=Dialog.getChoice(); 
do{ 
 open(Dir1+TTC_name);        
 // Apertura de la imagen editada guardada 
 selectWindow(TTC_name); 
 setTool(0);  
 waitForUser(“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     “, newArray(“A”, “B”, “C”, 
“D”,”E”,”F”,”G”)); 
Dialog.show(); 
Section=Dialog.getChoice(); 
 roiManager(“Add”);        
 // PRIMER ROI, es el recorte rectangular de la seccion en la imagen 
original 
 p1=Cntr;          
 // Contador Ctr=1 
 NameSec=TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-Area”;    // 
p ej: R014_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”); 
waitForUser(“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 
3 
 selectWindow(TTC_name2+”_Sec-“+Section+”.tif”); 
 run(“Duplicate...”, “title=borrador1.tif”); 
 roiManager(“Add”); 
 Cntr=Cntr+1; 
 p2= Cntr;          
 // Se duplica bajo el normbre de “borrador1.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 queda abierto “borrador1.tiff” 
 selectWindow(“borrador1.tif”); 
 NameSec=TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-AreaTotal”; 
 roiManager(“Select”, Cntr); 
 roiManager(“Rename”,NameSec); 
 run(“In [+]”); 
 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”,NameSec2); 
 selectWindow(“borrador1.tif”);  
 roiManager(“Show All”); 
 roiManager(“Show None”); 
 run(“Duplicate...”, “title=borrador2.tif”); 
 run(“Duplicate...”, “title=borrador3.tif”); 
 selectWindow(“borrador1.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=Ventana1.tif”); 
 saveAs(“Tiff”, Dir4+TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-AreaTotal.tif”); 
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 selectWindow(“borrador1.tif”); 
 close(); 
  
 selectWindow(“borrador2.tif”); 
 roiManager(“Select”, 3); 
 setBackgroundColor(0, 0, 0); 
 run(“Clear”, “slice”); 
 roiManager(“Show All”); 
 roiManager(“Show None”); 
 run(“8-bit”); 
 run(“Enhance Contrast...”, “saturated=0.8 normalize”); 
 run(“Gamma...”, “value=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+”-AreaInfarto.tif”); 
 selectWindow(“borrador2.tif”); 
 close(); 
 selectWindow(“borrador3.tif”); 
 run(“8-bit”); 
 run(“Divide...”, “value=5”); 
 roiManager(“Select”, p4); 
 run(“Add...”, “value=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=borrador4.tif”);    
   //generando Cartoon, primero duplicamos la ultima 
imagen, porque sobre ella se trabajara y se destruira 
roiManager(“Select”, 4); 
setColor(150); 
fill(); 
roiManager(“Select”, 3); 
setColor(180); 
fill(); 
if((roiManager(“Count”)>5)==true){ 
M2 = Dir3+TTC_name2+”_Sec-“+Section+”.tif”; 
open(M2); 
waitForUser(“Accion del Usuario”,”SELECCIONE los ROIs  \n 
correspondientes al infarto \n y cree un nuevo, ROI \n luego presione 
OK para continuar”); 
close(); 
selectWindow(“borrador4.tif”); 
n1=roiManager(“Count”)-1; 
roiManager(“Select”, n1); 
setColor(1); 
fill(); 
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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(“borrador4.tif”); 
close(); 
 
selectWindow(TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-AreaTotal.tif”); 
//Montage 
close(); 
if((roiManager(“Count”)>5)==true){ 
selectWindow(TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-AreaInfarto.tif”); 
close(); 
  } 
selectWindow(TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-AreaContra.tif”); 
close(); 
MontageName=TTC_name2+”_Sec-“+Section+”-Monage.tif”; 
M1=”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”, M1); 
//run(“Make Montage...”, “columns=2 rows=1 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+”.xls”);     
           // 
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      “, 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 núcleos 
de neuronas en secciones de cortes finos de 40 µm de cerebros teñidos 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 
waitForUser(“============= 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=getFileList(dir); 
L1=list.length; 
//Creando directorios 
dir1=dir+”Brightfield-NeuronV7”+File.separator; 
dir2=dir1+”ROI”+File.separator; 
dir3=dir1+”Tablas”+File.separator; 
dir4=dir1+”Image”+File.separator; 
dir5=dir1+”Resume”+File.separator; 
dir6=dir1+”Particle”+File.separator; 
dir7=dir1+”Montage”+File.separator; 
File.makeDirectory(dir1); 
File.makeDirectory(dir2); 
File.makeDirectory(dir3); 
File.makeDirectory(dir4); 
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”); 
 } 
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if(isOpen(“Log”)){ 
selectWindow(“Log”); 
run(“Close”); 
 } 
//Poniendo títulos a la ventana log 
Head=”CodExp”+sp+”Type”+sp+”Serie”+sp+”N.Slide”+sp+”Side”+sp+”State”+sp
+”n”; 
print(Head); 
//Opción para calibrar el aumento 
Dialog.create(“Selecciona el objetivo del microscopio usado”); 
Dialog.addChoice(“        Objetivo y aumento:     “, newArray(“20X, 
1X”, “20X, 1.6X”)); 
Dialog.show(); 
SScale=Dialog.getChoice(); 
//Calibrando escala 
if(SScale==”20x, 1x”){ 
showMessage(“============= ATENCIÓN =============”,”Calibrando 
escala:\n\tCalibrando a obejtivo 20X,\n\tSIN aumento adicional\n\µm 
equivale a 2.2093 pixeles”); 
} else if (SScale==”20x, 1.6x”){ 
showMessage(“============= ATENCIÓN =============”,”Calibrando 
escala:\n\tCalibrando a obejtivo 20X,\n\tCON aumento adicional\n\µm 
equivale a 3.4551 pixeles”); 
 } 
for(i=0;i<list.length;i++) { 
//Abriendo imagen 
open(dir+list[i]); 
  
//Calibrando escala 
if(SScale==”20x, 1x”){ 
run(“Set Scale...”, “distance=1104.5 known=500 pixel=1 unit=µm 
global”); 
} else if (SScale==”20x, 1.6x”){ 
run(“Set Scale...”, “distance=691 known=200 pixel=1 unit=µm global”); 
 } 
//Generando nombre 
Name1=getTitle; 
NameMain=substring(Name1,0,lengthOf(Name1)-4); 
Name2=substring(Name1,lengthOf(Name1)-5,lengthOf(Name1)-4); 
NameSer=substring(Name1,lengthOf(Name1)-11,lengthOf(Name1)-9); 
if(Name2==”S”){ 
type=”St”; 
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 if (SScale==”20x, 1.6x”){ 
makeRectangle(91, 88, 1209.25, 863.75); 
  } 
run(“Duplicate...”, “borrador.tif”); 
selectWindow(list[i]); 
close(); 
run(“Duplicate...”, “borradorT1.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”,dir4+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==”S”){ 
run(“Analyze Particles...”, “size=21.0-80.0 circularity=0.35-0.75 
show=[Overlay Masks] exclude add”); 
   } 
else if (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”); 
sub1=substring(Name1,lengthOf(Name1)-6,lengthOf(Name1)-4); 
a=1; 
for (i1=0; i1<n; i1++) { 
sub3=substring(Name1,lengthOf(Name1)-8,lengthOf(Name1)-6); 
roiManager(“select”, i1); 
roiManager(“Rename”, sub1+sub3+”-aliv_”+a); 
a=a+1; 
    } 
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msg1=substring(Name1,0,4)+sp+type+sp+NameSer+sp+substring(Name1, 
lengthOf(Name1)-8,lengthOf(Name1)-6)+sp+substring(Name1, 
lengthOf(Name1)-6,lengthOf(Name1)-5)+sp+”live”+sp+n; 
print(msg1); 
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(Name1,lengthOf(Name1)-8,lengthOf(Name1)-6); 
roiManager(“select”, v); 
roiManager(“Rename”, sub1+sub3+”-dead_”+a); 
a=a+1; 
    } 
R1=n-CntROI; 
msg2=substring(Name1,0,4)+sp+type+sp+NameSer+sp+substring(Name1, 
lengthOf(Name1)-8,lengthOf(Name1)-6)+sp+substring(Name1, 
lengthOf(Name1)-6,lengthOf(Name1)-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(Name1,lengthOf(Name1)-7,lengthOf(Name1)-6); 
}  
//Guardando log 
sub3=substring(Name1,0,4); 
selectWindow(“Log”); 
saveAs(“text”,dir5+sub3+”-log.txt”); 
run(“Close”); 
//Mensaje de salida 
showMessage(“ANALISIS COMPLETO”,”Buen día Chris, \n ya terminamos, 
descansa”); 
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Anexo III: Algoritmo implementado en R para el cálculo del índice de supervivencia 
neuronal de los conteos de neuronas vivas de cortes coronales finos de 40µm de cerebros 
teñidos con violeta de Cresilo al 0.1%. 
# 3. Importando tabla de Nissl “Nissl_log.txt” 
Nissl <- read.table(file = paste(getwd(),”R192-log.txt”, sep = 
“/data/”), 
sep = “\t”, 
header = TRUE) 
tmp <- Nissl 
# EDITANDO DE BASE DE DATOS ======================================== 
tmp$CodExp <- gsub(“R”, “Rt-“, tmp$CodExp)   # Corrigiendo la columna 
CodExp 
tmp$N.Slide <- gsub(“-“,””, tmp$N.Slide)    # Corregir N.Slide y Serie 
tmp$Serie <- gsub(“-“,””, tmp$Serie) 
# Fusiono con DB de DbQx para obtener tratamientos 
============================ 
tmp <- merge(tmp, DbQx[,1:3], by = “CodExp”) 
levels(tmp$Tto) <- c(levels(tmp$Tto), “SHAM”)      # creo la categoria 
SHAM 
tmp[tmp$UtilityQx == “sham”,8] <- “SHAM”           # Cambio SHAM en 
tratamiento 
tmp$Tto <- droplevels(tmp$Tto)                     # Elimino los 
tratamientos no usados 
 
# Filtro todos los vivos 
====================================================== 
live <- subset(x = tmp, subset = State == “live”) 
live$cod2 <- paste(live$Serie,live$N.Slide,sep = “”) 
 
# Reordenando las columnas 
==================================================== 
live <- subset(x = live, select = c(“CodExp”,”Tto”,”cod2”, “Side”, 
“n”)) 
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(live$cod2)), 
por = numeric()) 
for(i in levels(as.factor(live$CodExp))){ 
p0 <- subset(x = live, 
subset = CodExp == i) 
fac1 <- as.factor(p0$cod2) 
loop.tto <- p0$Tto[1] 
for(t in levels(fac1)){ 
p1 <- subset(p0, subset = cod2 == t) 
right <- p1$n[p1$Side == “D”] 
if((p1$n[p1$Side == “I”]) >0){ 
left <- p1$n[p1$Side == “I”] 
}else{ 
left <- 0 
    } 
if(live$Tto!=”SHAM”){ 
if(right > left){ 
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p.right <- right/right 
p.left <- left/right   
}else{ 
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.por$Tto, c(“SHAM”, “Vehicle”, “VEGF.DMSO”, 
“BSA.SU1498”, “BSA.Axitinib”,”VEGF.SU1498”, “VEGF.Axitinib”)) 
boxplot(live.por$p.left~fac.ord) 
# stripchart(live.por$p.left~fac.ord, add = TRUE, vertical = TRUE, pch 
= 16) 
text(live.por$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$Tto==”SHAM”,] 
tmp <- aggregate(live.por$p.left~live.por$CodExp,FUN =  mean ) 
names(tmp) <- c(“CodExp”, “media”) 
tmp <- merge(tmp, DbQx[,1:3], by = “CodExp”) 
levels(tmp$Tto) <- c(levels(tmp$Tto), “SHAM”) 
tmp$Tto[tmp$UtilityQx == “sham”] <- “SHAM” 
tmp$Tto <- droplevels(tmp$Tto) 
fac.ord <- factor(tmp$Tto, c(“SHAM”, “Vehicle”, “VEGF.DMSO”, 
“BSA.SU1498”, “BSA.Axitinib”,”VEGF.SU1498”, “VEGF.Axitinib”)) 
boxplot(tmp$media~fac.ord, las = 2) 
text(tmp$media~fac.ord, labels = tmp$CodExp) 
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tmp 
 
# Graficando ============================================== 
pdf(file = paste(getwd(),”nissl_barras.pdf”, sep = “/graphics/”), paper 
= “US”) 
medias <- tapply(tmp$media, fac.ord, mean, na.rm = T) 
desvi <- tapply(tmp$media, 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$media~fac.ord, at = barcenter, pch = 16, add = TRUE, 
vertical = TRUE, method = “stack”) 
dev.off() 
fit <- aov(tmp$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$norm <- live.por$p.left/nor.fac 
tmp <- aggregate(live.por$norm~live.por$CodExp,FUN =  mean ) 
names(tmp) <- c(“CodExp”, “media”) 
tmp <- merge(tmp, DbQx[,1:3], by = “CodExp”) 
levels(tmp$Tto) <- c(levels(tmp$Tto), “SHAM”) 
tmp$Tto[tmp$UtilityQx == “sham”] <- “SHAM” 
tmp$Tto <- droplevels(tmp$Tto) 
fac.ord <- factor(tmp$Tto, c(“SHAM”, “Vehicle”, “VEGF.DMSO”, 
“BSA.SU1498”, “BSA.Axitinib”,”VEGF.SU1498”, “VEGF.Axitinib”)) 
boxplot(tmp$media~fac.ord, las = 2) 
text(tmp$media~fac.ord, labels = tmp$CodExp) 
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(tmp$media~fac.ord, at = barcenter, pch = 16, add = TRUE, 
vertical = TRUE, method = “stack”) 
dev.off() 
fit <- aov(tmp$media~fac.ord) 
TukeyHSD(fit) 
capture.output(TukeyHSD(fit), file = paste(getwd(), “nissl_TUKEY.txt”, 
sep = “/result/”)) 
tmp2 <- TukeyHSD(fit) 
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tmp2$fac.ord[tmp2$fac.ord[,4] < 0.5,] 
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Anexo IV Análisis de amplificados de marcadores inflamatorios periféricos 

Interleuquina 1 beta  

 

  

NM 031512 2 Ratlus narvegicus interleukin 1 beta (lI l b), mRNA 
1 1339 

Input PCR te mplate 
Ra nge 

Specificity af pr imers 
Othe r reparts 

Primer pairs are speciflc to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to RaUus norvegicus) 
1>5earch 5ummary 

8Graphical view of primer pairs 

J IU) pü=~ p"Ü~ ~O~ j o b WVOGvR!IO.!IFCB z~ru:ffilHQ1JmZvJBRI.!DgJS\l 

\ 1S<l 1\1lG ~S<l 1280 1m 130(1 rse 
N ~_0l1S1 2 . 2 : 1..1.3K {1.3Kbp) 

8Detailed primer reports 

Primer pair 1 

Farward primer 

Reverse primer 

Product length 

Sequence (5'->3') 

CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGG 

TGTGCTCTGCTTGAGAGGTGCT 

153 

Products on intended target 

>NM 031512.2 Ratlus norvegicus interleukin 1 beta (1I1b), mRNA 

p~oduct l~"\lt b. - 1 53 
For",,~d p u = r 1 CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGG 21 

T O!1Opl "t ~ 

Rov~r~ ~ p~lO:~ r TGT GCTCT GCTT GAGAGGT GCT 

T O!1Opl " t ~ 

Template strand 

Plus 

Minus 

r !~ r !~ r r 11K 

!~ 

Length Start Stop Tm GC% Se lf complementarity 

21 640 660 65.02 66.67 8.00 

22 792 771 64.16 54.55 4.00 

11.19 

~ TooII - o Tr.>OO - C' "? -
1U88 11.28& ;-258 1.32 

/ O Tr.>OO ,""own: 3/ 5 

Self 3' complementarity 

0.00 

1.00 
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Interleuquina 6 

 

  

NM 0125892 Ratlus norvegicus interleukin 6 (116), mRNA 
1 - 1045 

Input PCR template 
Range 

Specificity of primers 
Othe r repo rts 

Primer pairs are specifi c to input template as no other targets were found in selected database : Refseq m RNA (Organism li mited to RaUus norvEgicus) 
I>Search Summary 

8Graphical view of primer pairs 

IU) Pü",~r pai r ~ ! o r j o b GhOFoc~JxqHhn9Y8 0tr'lqKvh.6ZqG8vKHhw 

¡se 11119 ¡Ise ,.. I~ 

8Detailed primer reports 

Primer pair 1 

Forward primer 

Reverse pr imer 

Product length 

Sequence (5'->3') 

CGAGCCCACCAGGAACGAAAGTC 

CTGGCTGGAAGTCTCTTGCGGAG 

B4 

Products on intended target 

>NM 012589.2 Ranus norveglcus Interleukln 6 (!l6), mRNA 

p rodu c e l~"\lt h - 8'1 
For"ard p riI<H 1 CGAGCCCACCAGGAACGAAAGTC 

T~"'Pla t ~ 

R~"H~~ p n",.., r CTGGCTGGAAGTCTCTTGCGGAG 
T~"'Pl at ~ 

r 

,.. 

.. r 
1'00 t · 

t· 

Template strand 

Plus 

Minus 

r ISse r I~ r 

... I~ ... 

Length Start Stop Tm GC% Self complementarity 

23 15 37 65.62 60.87 3.00 

23 98 76 65.16 60.87 3.00 

~ TOO~ . o TrIDs · ~ 

!I!';O 1- r I I~ !)l<J 

" OTr.od<sshown:3/ 5 

Self 3' complementarity 

1.00 

2.00 
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Interleuquina TGF beta 

 

  

NM 021 578 2 Ratlus norvegicus transforming growth factor, beta 1 (Tgfbl), mRNA 
1 - 1482 

I nput PCR te m plate 
Range 

Specifi city of prim e rs 
Othe r re po rts 

Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to RaUus norvegicus) 
II'Search Summary 

8Graphical view of primer pairs 

8Detailed primer reports 

Primer pair 1 

Forward primer 

Reverse primer 

Product length 

Sequence (5' ->3') 

ACCTGCAAGACCATCGACAT 

TGTTGTACAAAGCGAGCACC 

154 

Products on intended target 

e. 1[t~ ~ r 

!SIle ese = 

Template strand 

Plus 

Minus 

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

product l~nqth. - 1 5~ 

FarW8 rd pri=r 1 ACCTGCAAGACCATCGACAT 
T~~l8t~ 

R~VH~~ pri=r TGTTGTACAAAGCGAGCACC 
T~"'Pht~ 

" 
~ Too1< . OT"'oo . o2'? 

I~ !I)lSIl r )1Iil r ,1$8 !1,2eIl !I,¡>$II !1.309 W !1.~1Iil I ,~, 

Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity 

2.00 20 239 258 59.38 50.00 4.00 

20 392 373 59.06 50.00 8.00 0.00 
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GAPDH: 

 

  

NM 0170084 Ratlus norvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), mRNA 
1 - 1306 

I np ut PCR tem plate 
Ra nge 

S pecificity of primers 
Ot her re ports 

primers may nol be specific to the Input PCR template as targets were found in selected database:Refseq mRNA (Organism limited to Ratlus norveglcus) .. help on specjfic prjmers 
I>Search Summarv 

8 Gra~hical view of ~rimer ~airs 
8 NM_017008.4· ------.1- QQ " e. ~~ iMi ¡ 

p e !Lee IL58 ,- ,~ ,- ,- ! .. ea ,- r: ... r: ,~ ,- e ... ... ,- ,- !H 

---~--
IU) PÜ=~ p"ir~ ~a~ job ~!\~P9FacV"lRwj~~LyuvjubDw8aud~-rcWnA 

PrL_ L - • " ,- IL58 ,- ,~ ,- ,- I .. ea 1"58 '" ~. '" ~~ lO!! ~ '" ~ ,- ,- IH 
NM_()l7úOS ... : 1..1.3K {1.3Khp} 

8Detailed ~rimer re~orts 

Primer pa ir 1 
Sequence (5'->3') 

GCATCTTCTTGTGCAGTGCC 

GATCTCGCTCCTGGAAGATGG 

278 

Template strand 

Plus 

Length Start Stop Tm GC% Self complementarity 

Forward primer 

Reverse pr imer 

Product length 

Products on intended target 

Minus 

>NM 017008.4 Ratlus norvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), rnRNA 

p~Qduce l~"\lt h - 2 78 

FOnl~rd p~U:H 1 GCATCTTCTT GT GCAGT GCC 2 0 
T~n:pht~ 

R~"H~~ pn",.., ~ 

T ~n:pl~t ~ 

Products on potentially unintended templates 

20 36 55 60.11 55.00 5.00 

21 313 293 60.00 57.14 5.00 

>XM 017593963.1 PREDICTED: Ratlus norvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (LOC108351137), mRNA 

~ Toof; · OTOOos • .2' I . 
IL.858 !uea 11.158 !uee IL.258 L., 

IL.858 II.Lee 1L.158 luee IL.258 ',,", 
/ o Tr.od<:ssh own: 3/6 

Self 3' complementarity 

3.00 

0.00 
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Anexo V Edema: 
Comparación del volumen de edema en el hemisferio ipsilateral, expresado como 

porcentaje del volumen del hemisferio contralateral 
 
 

  



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

ANEXOS  111 

Anexo VI: Pérdida de peso a las 24 horas 
Comparación de los pesos de las ratas en los diferentes grupos de tratamiento, expresados como 

el porcentaje en comparación al peso antes de la operación. 
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Anexo VII: Algoritmo para el cálculo del diámetro de los vasos a partir de las imágenes 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-Oct-2018 
 
baseName=getTitle(); 
baseName=substring(baseName, 0, indexOf(baseName,”.”)); 
// Creando directorios 
waitForUser(“====== 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(“====== C A U T I O N  =======”,”Please, select ROI of 
vessel”); 
roiManager(“Show All with labels”); 
run(“Flatten”); 
run(“Save”, “save=”+dir+baseName+”_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++) { 
p1=i+1; 
roiManager(“select”, i); 
run(“Duplicate...”, “title=Vaso_”+p1+” duplicate”); 
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run(“Maximize”); 
run(“Z Project...”, “projection=[Max Intensity]”); 
run(“Maximize”); 
run(“Rotate... “); 
close(); 
run(“Rotate... “); 
run(“Save”, “save=”+dir+baseName+”Vaso_”+p1+”.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; i++) { 
p1=i+1; 
open(dir+baseName+”Vaso_”+p1+”.tif”); 
run(“Maximize”); 
run(“Z Project...”, “projection=[Max Intensity]”); 
run(“Maximize”); 
makeRectangle(20, 20, 1, 40); 
waitForUser(“====== 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_”+p1+”_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 (l=1; l<p; l++) { 
setSlice(l); 
for (t=0; t<k; t++) { 
roiManager(“select”, t); 
roiManager(“Measure”); 
   }  
  } 
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saveAs(“Results”, dir+baseName+”Vaso_”+p1+”Result.csv”); 
run(“Close”); 
selectWindow(“ROI Manager”); 
run(“Close”); 
close(); 
  
} 
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Anexo VIII: Algoritmo para la importación, edición y procesamiento de los datos 
generados a partir de la medición del diámetro de los vasos de las imágenes de microscopia 
de 2 fotones de los experimentos ventana intracraneal (ejemplo de un experimento) 

# EXPERIMENTO: 22-02-2018 
====================================================== 
dir1 <- dirname(dirname(getwd())) 
dir1 <- paste(dir1,”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 (i in n){                                                       # 
un loop para graficar todos los vasos 
#   nameVas <- paste(paste(nombre, n[i], sep = “”),”Result.csv”, sep = 
“”)   # definimos el nombre de cada vaso 
#   vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
#                     sep = “,”, 
#                     header = TRUE) 
#   lineplot(vas.1 = 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 
#            filOut = 300)                  # Cuantas valores iniciales 
se toman para sacar la media, sobre la cual se escalan los datos 
#    
# } 
 
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 = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso01 <- 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 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso01 <-selectVaso(DB = vaso01,                           # 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_22Feb2018$vaso01 <- vaso01 
# Midiendo el vaso 2 
nameVas <- paste(paste(nombre, “2”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso02 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso02 <- selectVaso(DB = vaso02,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                    select = 2:4,                      # Los cortes del 
vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                    filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                    limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso02 <- vaso02 
# Midiendo el vaso 4 
nameVas <- paste(paste(nombre, “4”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
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 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

ANEXOS  117 

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_22Feb2018$vaso04 <- vaso04 
# Midiendo el vaso 5 
nameVas <- paste(paste(nombre, “5”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso05 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso05 <- selectVaso(DB = vaso05,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = 1:24,                      # Los cortes 
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$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(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
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_22Feb2018$vaso06 <- vaso06 
# Midiendo el vaso 7 
nameVas <- paste(paste(nombre, “7”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso07 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso07 <- selectVaso(DB = vaso07,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = 1:8,                      # Los cortes 
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$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(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
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 
                  filOut = 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_22Feb2018$vaso08 <- vaso08 
# Midiendo el vaso 9 
nameVas <- paste(paste(nombre, “9”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
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vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso09 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso09 <- selectVaso(DB = vaso09,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = (1:8),                      # Los cortes 
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso09 <- vaso09 
# Midiendo el vaso 11 
nameVas <- paste(paste(nombre, “11”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso11 <- 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 
vaso11 <- selectVaso(DB = vaso11,                           # 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_22Feb2018$vaso11 <- vaso11 
# Midiendo el vaso 12 
nameVas <- paste(paste(nombre, “12”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso12 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
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                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso12 <- selectVaso(DB = vaso12,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = (10:18),                      # Los 
cortes del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso12 <- vaso12 
# Midiendo el vaso 13 
nameVas <- paste(paste(nombre, “13”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso13 <- 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 
vaso13 <- selectVaso(DB = vaso13,                           # 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_22Feb2018$vaso13 <- vaso13 
# Midiendo el vaso 14 
nameVas <- paste(paste(nombre, “14”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso14 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
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vaso14 <- selectVaso(DB = vaso14,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = (15:18),                      # Los 
cortes del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso14 <- vaso14 
# Midiendo el vaso 16 
nameVas <- paste(paste(nombre, “16”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso16 <- 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 
vaso16 <- selectVaso(DB = vaso16,                           # 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$vaso16 <- vaso16 
# Midiendo el vaso 17 
nameVas <- paste(paste(nombre, “17”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso17 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso17 <- selectVaso(DB = vaso17,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = 1:17,                      # Los cortes 
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
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                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso17 <- vaso17 
 
# Midiendo el vaso 18 
nameVas <- paste(paste(nombre, “18”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso18 <- 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 
vaso18 <- selectVaso(DB = vaso18,                           # 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$vaso18 <- vaso18 
 
# Midiendo el vaso 19 
nameVas <- paste(paste(nombre, “19”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso19 <- 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 
vaso19 <- selectVaso(DB = vaso19,                           # 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$vaso19 <- vaso19 
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# Midiendo el vaso 20 
nameVas <- paste(paste(nombre, “20”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso20 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso20 <- selectVaso(DB = vaso20,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = 1:28,                      # Los cortes 
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso20 <- 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(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
header = TRUE) 
vaso21 <- 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 
vaso21 <- selectVaso(DB = vaso21,                           # 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$vaso21 <- vaso21 
# Midiendo el vaso 22 
nameVas <- paste(paste(nombre, “22”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
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header = TRUE) 
vaso22 <- examina(vas = vas,                      # Base de datos, 
archivo result.csv importado 
                  suave = c.suave,                     # Cuantos 
valores arriba y abajo se toman para promediar y suavizar la grafica 
                  constante = 0.7872,             # Micrometros que 
equivale un pixel 
                  filOut = 300)                   # Cuantos valores 
iniciales se tomana para usarlo de centro cuando se escalan los datos 
vaso22 <- selectVaso(DB = vaso22,                           # Lista de 
dos data.base generada por examina() 
                     select = 13:16,                      # Los cortes 
del vaso que se van a tomar, en este caso de C-8 a C-11 
                     filOut = t.RetiroFil,                          # 
Numero de tomas que se toman para centrar la escala 
                     limit = 350)                           # Hasta que 
punto de tiempo se desea graficar la lectura 
list_22Feb2018$vaso22 <- vaso22 
# Midiendo el vaso 23 
nameVas <- paste(paste(nombre, “23”, sep = “”),”Result.csv”, sep = “”)   
# definimos el nombre de cada vaso 
 
vas <- read.table(file = paste(dir1, nameVas, sep = “”),                 
# IMPORTAMOS los archivos result.csv por cada vaso 
sep = “,”, 
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 = vaso23,                           # 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 = ls()[grep(pattern = “vaso”, x = ls())]) 
rm(dir1, 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 = “/graphic/”), 
paper = “US”) 
DB_22Feb2018 <- line2vas(listDB = list_22Feb2018,type = 
“Smooth”,escalado = FALSE,filOut = 113) 
dev.off() 
pdf(file = paste(getwd(), “22Feb2018_Smooth_Scaled.pdf”, sep = 
“/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) 
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Anexo IX: Funciones implementadas en R para analizar los datos de la dinámica de los 
diámetros de los vasos generados a partir de los ensayos de la ventana intracraneal in-vitro 
 
# Esta función sirve para calcular la relación entre las lecturas de 
perfución 
# en porcentaje, medidas a partir del punto de FilOut. 
# Presenta dos atributos: 
# data = la base de datos en formato “hipoperfusion” 
# t = que equivale al número de tomas antes O despues del punto FilOut 
 
# data <- tab132     # base de datos 
# t <- 200           # tomas antes o despues que se van a tomar 
 
 
hipoperfusion <- function(CodExp){ 
name1 <- paste(“/data/”, “-MCAo-raw.txt”, sep = CodExp) 
name2 <- paste(“/data/”,”-MCAo-markers.txt”,sep = CodExp) 
DB1 <- read.table(paste(getwd(),name1, sep = “”), header = FALSE,sep = 
“\t”) 
markers <- read.table(paste(getwd(),name2, sep = “”),header = TRUE,sep 
= “\t”) 
DB1 <- DB1[,1:4] 
colnames(DB1) <- c(“Sample”, “Date”, “Time”, “PU”) 
for (i in 1:ncol(DB1)) { 
DB1[,i] <- as.character(DB1[,i]) 
  } 
#summary(DB1) 
#head(DB1) 
p1 <- which(DB1$Sample == “MARKERS”) 
p1 <- c((p1 - 1), (p1 + 8)) 
p1 <- sort(p1) 
p1 <- c(3,p1,nrow(DB1)) 
   
   
   
# p0 <- which(DB1$Sample == “Sample”) 
# p00 <- c(p0-7,p0-6,p0-5,p0-4,p0-3,p0-2,p0-
1,p0,p0+2,p0+3,p0+4,p0+5,p0+6,p0+7) 
# p00 <- sort(p00) 
# p00 <- p00[7:length(p00)] 
# DB1[p00,] 
  #  
  # for (i in 1:length(p1)) {                     # Si imprimo DB1[p2] 
aqui, todos deben ser posiciones de MARKERS 
  #   print(DB1[p1[i],]) 
  # } 
  #  
rawList <- list() 
for (i in 1:(length(p1)/2)) { 
a <- 2*i - 1 
b <- 2*i 
temp <- data.frame(DB1[p1[a]:p1[b],]) 
rawList[[i]] <- temp 
  } 
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if (length(which(DB1$Sample == “MARKERS”)) == 8) { 
listNames <- c(“raw”, “basal”, “CCoEarly”, “MCAoEarly”, “MCAoLate”, 
“CCoLate”, “FilOut”, “Rep1”, “Rep2”)  
} else if (length(which(DB1$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$CCoEarly) 
#sapply(rawList, function(ls) nrow(ls)) 
#sort(sapply(rawList, function(ls) nrow(ls))) 
# Agregamos data.frame de incio y final de lectura, que la tomamos de 
data.frame rawList$raw 
p2 <- which(rawList$raw$Date == “<Segment break>”)          # El corte 
de grabación está marcado por “<Segment break>” 
p2 <- c(1,p2 - 1, p2 + 2, nrow(rawList$raw)) 
rawList$Inicio <- rawList$raw[p2[1]:p2[2],] 
rawList$Fin <- rawList$raw[p2[3]:p2[4],] 
   
   
# Edición de la df markers 
markers$Date <- as.character(markers$Date) 
markers$Time <- as.character(markers$Time) 
markers$Time <- gsub(x = markers$Time,pattern = “p.m.”,replacement = 
“PM”) 
markers$Time <- gsub(x = markers$Time,pattern = “a.m.”,replacement = 
“AM”) 
markers$Date <- paste(markers$Date, markers$Time, sep = “ “ ) 
markers$Date <- as.POSIXlt(markers$Date, “%d/%m/%Y %I:%M:%OS %p”, tz = 
‘UTC’) 
markers$Time <- format(markers$Date, “%H:%M:%OS3”) 
   
# format(markers$Date[2], “%Y-%m-%d %H:%M:%OS6”)    # Podemos verificar 
que los datos guardados en $date conservan los milisegundos con esta 
función 
# format(markers$Date[1], “%H:%M:%OS3”) 
if((“MCAoEarly” %in% markers$Comment & “FilOut” %in% markers$Comment) 
== FALSE){ 
print(“Marcador MCAoEarly o FilOut no encontrado en los marcadores”) 
break 
  } 
# Marcadores  
  MCAo.star <- markers$Date[markers$Comment == “MCAoEarly”]                            
# Inicio del infarto 
  MCAo.fin <- markers$Date[markers$Comment == “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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# Edicion ============================= 
   
# head(rawList[[i]]) 
# Edición de las columnas de rawList() 
   
for (i in 2:length(rawList)) { 
rawList[[i]]$Sample <- as.numeric(as.character(rawList[[i]]$Sample))   
rawList[[i]]$Date <- as.character(rawList[[i]]$Date) 
rawList[[i]]$Time <- as.character(rawList[[i]]$Time) 
rawList[[i]]$PU <- as.numeric(as.character(rawList[[i]]$PU), digits = 
3) 
rawList[[i]]$Time <- gsub(x = rawList[[i]]$Time, pattern = 
“p.m.”,replacement = “PM”) 
rawList[[i]]$Time <- gsub(x = rawList[[i]]$Time, pattern = 
“a.m.”,replacement = “AM”) 
rawList[[i]]$Date <- paste(rawList[[i]]$Date, rawList[[i]]$Time, sep = 
“ “ ) 
rawList[[i]]$Date <- as.POSIXlt(rawList[[i]]$Date, “%d/%m/%Y %I:%M:%OS 
%p”, tz = ‘UTC’) 
rawList[[i]]$Time <- difftime(rawList[[i]]$Date,MCAo.star, units = 
“secs”) 
rawList[[i]] <- cbind(rawList[[i]], difMin = 
difftime(rawList[[i]]$Date,MCAo.star, units = “mins”)) 
  } 
   
# sapply(rawList, head) 
# ESCALANDO DATOS 
============================================================== 
promBasal <- mean(rawList$basal$PU, trim = 0.3)        # Promedio de 
las lecturas basales 
facCorr <- mean(rawList$MCAoEarly$PU, trim = 
0.3)/mean(rawList$MCAoLate$PU, trim = 0.3) 
for (i in 5:(length(rawList) - 2)){ 
rawList[[i]]$PUcor <- rawList[[i]]$PU*facCorr 
  } 
rawList$Fin$PUcor <- rawList$Fin$PU*facCorr     # Aplico el factor de 
corrección en las lecturas finales 
# Reescalado de PU (% de la linea basal) 
for (i in 2:4) { 
rawList[[i]]$PU.porc <- (rawList[[i]]$PU/promBasal)*100 
  } 
   
rawList$Inicio$PU.porc <- (rawList$Inicio$PU/promBasal)*100 
for (i in 5:(length(rawList)-2)) { 
rawList[[i]]$PU.porc <- (rawList[[i]]$PUcor/promBasal)*100 
  } 
   
rawList$Fin$PU.porc <- (rawList$Fin$PUcor/promBasal)*100 
   
# sapply(rawList, head) 
# Marcadores horizontales 
h.markers <- c(mean(rawList$basal$PU, trim = 0.3), 
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mean(rawList$CCoEarly$PU, trim = 0.3), 
mean(rawList$MCAoEarly$PU, trim = 0.3), 
mean(rawList$MCAoLate$PUcor, trim = 0.3), 
mean(rawList$CCoLate$PUcor, trim = 0.3), 
mean(rawList$FilOut$PUcor, trim = 0.3), 
mean(rawList$Rep1$PUcor, trim = 0.3), 
mean(rawList$Rep2$PUcor, trim = 0.3)) 
   
   
   
# GRAFICANDO 
=============================================================== 
# Constantes gráficas 
nomXlab <- “time (min)” 
nomYlab <- “CBP(% of baseline)” 
namePerfusion <- “Perfusion (A.U.)” 
h.colors <- c(“Red4”,”Red3”, “Blue”, “Dark green”, “Purple”, “Orange”, 
“Light green”, “mediumorchid3”, “sienna3”) 
lin.col <- “black” 
v.names <- c(“basal”, “CCoEarly”, “MCAoEarly”, “MCAoLate”, 
“CCoLate”,”FilOut”, “Rep”) 
h.names <- c(“Basal”, “CCo”, “MCAo”, “Rep”) 
t1 <- numeric() 
for (i in 1:length(v.markers)) { 
t1 <- c(t1,which.min(abs(v.markers[i] - 
c(rawList$Inicio$difMin,rawList$Fin$difMin)))) 
  }  
   
   
p.ini <- which(abs(rawList$Inicio$Date - 
markers$Date[markers$Comment==”MCAoEarly”]) == 
min(abs(rawList$Inicio$Date - 
markers$Date[markers$Comment==”MCAoEarly”]))) 
p.fin <- which(abs(rawList$Fin$Date - 
markers$Date[markers$Comment==”FilOut”]) == min(abs(rawList$Fin$Date - 
markers$Date[markers$Comment==”FilOut”]))) 
time.ini <- rawList$Inicio$difMin[p.ini] 
time.fin <- rawList$Fin$difMin[p.fin] 
 
# EXPORTANDO DATOS 
========================================================= 
#dev.new() 
par(mar = c(4,4,4,1), mfrow = c(3,2), bty = “l”) 
   
# Gráfico 1 -   RAW DATA original data 
plot(rawList$raw$PU,  
type = “n”, 
ylab = namePerfusion, 
xlab = “# of lecture”, 
bty = “l”, 
main = “RAW DATA\noriginal data”, 
las = 1) 
grid(col = “lightgray”, 
lty = “dotted”, 
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lwd = par(“lwd”),  
equilogs = TRUE) 
   
lines(rawList$raw$PU, 
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[1], 
srt = 90) 
mtext(side = 4, 
text = CodExp, 
cex = 0.7) 
   
# Gráfico 2 -   RAW DATA  
plot(c(rawList$Inicio$PU,rawList$Fin$PU),  
type = “n”, 
ylab = namePerfusion, 
xlab = “# of lecture”, 
bty = “l”, 
main = “RAW DATA\nprocessed data”, 
las = 1) 
grid(col = “lightgray”, 
lty = “dotted”, 
lwd = par(“lwd”),  
equilogs = TRUE) 
   
lines(c(rawList$Inicio$PU,rawList$Fin$PU), 
col = lin.col) 
t1 <- numeric() 
for (i in 1:length(v.markers)) { 
t1 <- c(t1,which.min(abs(v.markers[i] - 
c(rawList$Inicio$difMin,rawList$Fin$difMin)))) 
  }  
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[1], 
srt = 90) 
mtext(side = 4, 
text = CodExp, 
cex = 0.7) 
   
# Grafico 3 ==== 
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(rawList$Inicio$difMin,rawList$Fin$difMin),  
type = “l”, 
ylab = namePerfusion, 
xlab = nomXlab, 
bty = “l”, 
main = “ADJUST DATA”, 
las = 1,gap = gap, gap.axis = “x”) 
grid(col = “lightgray”, 
lty = “dotted”, 
lwd = par(“lwd”),  
equilogs = TRUE) 
   
lines(c(rawList$Inicio$PU,rawList$Fin$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[1], 
srt = 90) 
mtext(side = 4, 
text = CodExp, 
cex = 0.7) 
# Grafico 4 ==== 
gap.plot(y = c(rawList$Inicio$PU.porc,rawList$Fin$PU.porc), 
x = c(rawList$Inicio$difMin,rawList$Fin$difMin),  
type = “l”, 
ylab = “CBP (% of baseline)”, 
xlab = nomXlab, 
bty = “l”, 
main = “ADJUST DATA (%)”, 
las = 1,gap = gap, gap.axis = “x”) 
grid(col = “lightgray”, 
lty = “dotted”, 
lwd = par(“lwd”),  
equilogs = TRUE) 
   
  
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[1], 
srt = 90) 
mtext(side = 4, 
text = CodExp, 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

Alfredo Cárdenas Rivera  132 

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$difMin,  
type = “n”, 
ylab = “CBP (% of baseline)”, 
xlab = nomXlab, 
bty = “l”, 
main = “ZOOM % DATA”, 
las = 1) 
grid(col = “lightgray”, 
lty = “dotted”, 
lwd = par(“lwd”),  
equilogs = TRUE) 
lines(zoom.data$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[1], 
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:zoom.fac], trim = 0.3),scale = TRUE)) 
plot(zoom.data$escalado~zoom.data$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(“lwd”), 
equilogs = TRUE) 
lines(zoom.data$escalado~zoom.data$difMin, 
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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$markers <- markers 
return(rawList) 
 
} 
 
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$difMin 
- MCAo.fin))) + t 
t1 <- t + 1 
exo <- mean(data$Fin$PUcor[(fin - t1):fin]/data$Fin$PUcor[ini:(ini + 
t1)]) 
return(exo) 
 
}  
 
revCurlMin <- 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$difMin 
- MCAo.fin))) + t + 1 
p1 <- min(unlist(data$Fin$PUcor[(fin - t):fin])) 
p2 <- mean(unlist(data$Fin$PUcor[ini:(ini + t)])) 
exo <- c(p1,p2) 
names(exo) <- c(“MinFilOut”, “MeanCCo”) 
return(exo) 
 
}  
 
# RevCurvMin data 
============================================================== 
revCurlMin.Data <- function(data, t){ 
MCAo.fin <- data$times[6,3] 
ini <- which(abs(data$Fin$difMin - MCAo.fin) == min(abs(data$Fin$difMin 
- MCAo.fin))) - t 
fin <- which(abs(data$Fin$difMin - MCAo.fin) == min(abs(data$Fin$difMin 
- MCAo.fin))) + t + 1 
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resu <- data$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[0,] 
   
for(i in 2:9){ 
temp <- db[[i]] 
type <- rep(names(db)[i], nrow(temp)) 
temp <- cbind(type, temp) 
resi <- rbind(resi, temp) 
  } 
   
write.table(x = resi, file = paste(direc, name, sep = “”), 
col.names = TRUE, row.names = FALSE, 
sep = “\t”) 
   
}  
 
 
# funAnaVas 
# Lista de funciones para importar, ordenar, seleccionar y graficar 
# los datos generados por el script en ImageJ, 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 
# @autor: Alfredo Cardenas-Rivera 
# @date: 15-Oct-2018 
# @Version: V.1.0 
 
# constante <- 0.3542   #(medida en micrometros de un pixel) 
# suave <- 5 
# Funcion para generar graficos 
================================================= 
# LINEPLOT() 
==================================================================== 
lineplot <- function(vas.1, suave, constante, filOut){ 
n <- length(vas.1$Slice[vas.1$Slice == “1”]) 
tmp <- paste(“C”, 1:n, 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 = 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.1.edit <- data.frame(sec = rep(tmp, length.out = nrow(vas.1)), 
tiempo = (vas.1$Slice*180)/1000, 
value = (vas.1$X.Area/2.5)*constante 
  ) 
plot(0, 
xlim = range(vas.1.edit$tiempo), 
ylim = c(-3,3), 
type = “n”, 
xlab = “Time (second)”, 
ylab = “Diameter (normalized)”, 
main = “Vessel dynamic”, 
las = 1) 
for(i in 1:length(tmp)){ 
DBtmp <- data.frame(x = vas.1.edit$tiempo[vas.1.edit$sec==tmp[i]], 
y = vas.1.edit$value[vas.1.edit$sec==tmp[i]]) 
scalaTemp <- mean(DBtmp$y[1:filOut]) 
DBtmp$y <- scale(DBtmp$y, center = scalaTemp) 
for( j in (suave+1):(nrow(DBtmp)-suave-1)){ 
DBtmp$y[j] <- mean(DBtmp$y[(j-suave):(j+suave)]) 
      } 
lines(x = DBtmp$x, 
y = DBtmp$y, 
col = colores[i], 
lty = lineas[i]) 
    } 
 
     
plot(0, 
xlim = range(vas.1.edit$tiempo), 
ylim = c(0,max(vas.1.edit$value)), 
type = “n”, 
xlab = “Time (second)”, 
ylab = “Diameter (micrometer)”, 
main = “Vessel dynamic”, 
las = 1) 
for ( i in 1:length(tmp)){ 
DBtmp <- data.frame(x = vas.1.edit$tiempo[vas.1.edit$sec==tmp[i]], 
y = vas.1.edit$value[vas.1.edit$sec==tmp[i]]) 
for( j in (suave+1):(nrow(DBtmp)-suave-1)){ 
DBtmp$y[j] <- mean(DBtmp$y[(j-suave):(j+suave)]) 
      } 
lines(x = DBtmp$x, 
y = DBtmp$y, 
col = colores[i]) 
       
     
  } 
   
} 
 
# EXAMINA() 
==================================================================== 
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examina <- function(vas, suave, constante, filOut){ 
nCort <- length(vas$Slice[vas$Slice == “1”])    #numero de cortes por 
ese vaso 
tmp <- paste(“C”, 1: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 = 1), 
rgb(14/255,36/255,49/255,alpha = 1)) 
lineas <- 1:6 
colores <- rep(colores, length.out = nCort) 
lineas <- rep(lineas, length.out = nCort) 
   
if ((“X.Area” %in% (colnames(vas))) == TRUE){ 
vas.edit <- data.frame(sec = rep(tmp, length.out = nrow(vas)), 
tiempo = (vas$Slice*180)/1000, 
value = (vas$X.Area/2.5)*constante 
    )   
} else { 
vas.edit <- data.frame(sec = rep(tmp, length.out = nrow(vas)), 
tiempo = (vas$Slice*180)/1000, 
value = (vas$Area/2.5)*constante 
    )   
  } 
   
tmpDB <- subset(x = vas.edit, 
subset = sec == “C.1”) 
names(tmpDB)[3] <- “C.1” 
for ( i in 2:length(tmp)){ 
tmpDB <- cbind(tmpDB, vas.edit$value[vas.edit$sec == tmp[i]]) 
names(tmpDB)[(i+2)] <- tmp[i] 
  } 
valMax <- max(tmpDB[,3:(3+length(nCort))]) 
valMin <- min(tmpDB[,3:(3+length(nCort))]) 
   
# Para datos SIN escalar 
DBsuave <- tmpDB 
for(i in 3:ncol(tmpDB)){ 
for( j in (suave+1):(nrow(tmpDB)-suave-1)){ 
DBsuave[j,i] <- mean(tmpDB[(j-suave):(j+suave),i]) 
    } 
  } 
   
par(mfrow = c(3,4)) 
for(i in 3:ncol(DBsuave)){ 
plot(0, 
xlim = range(DBsuave$tiempo), 
ylim = c(0,max(as.vector(DBsuave[,3:ncol(DBsuave)]))), 
type = “n”, 
xlab = “Time (second)”, 
ylab = “Diameter (micrometer)”, 
main = colnames(DBsuave)[i], 
las = 1) 
lines(x = DBsuave$tiempo, 
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y = DBsuave[,i], 
col = colores[i-2], 
lty = lineas[i-2]) 
  } 
return(list(dato.bruto = tmpDB, 
DBsuave = DBsuave)) 
 
} 
 
selectVaso <- function(DB, select, filOut, limit){ 
select <- select+2 
if ( limit != “all”){ 
p1 <- which(abs(limit-DB$dato.bruto$tiempo)==min(abs(limit-
DB$dato.bruto$tiempo))) 
DB$dato.bruto <- DB$dato.bruto[1:p1,] 
DB$DBsuave <- DB$DBsuave[1:p1,] 
  } 
   
DB$dato.bruto <- DB$dato.bruto[,c(1,2,select)] 
DB$DBsuave <- DB$DBsuave[,c(1,2,select)] 
   
DB$dato.bruto <- cbind(DB$dato.bruto, 
PROM = rowMeans(DB$dato.bruto[,3:(length(select)+2)])) 
DB$DBsuave <- cbind(DB$DBsuave, 
PROM = rowMeans(DB$DBsuave[,3:(length(select)+2)])) 
# Escalando los datos 
av1 <- which.min(abs(DB$dato.bruto$tiempo - filOut)) 
scaleMedia <- mean(DB$dato.bruto$PROM[(av1-30):(av1+30)]) 
DB$dato.bruto <- cbind(DB$dato.bruto, 
escalado = scale(x = DB$dato.bruto$PROM,center = scaleMedia) 
  ) 
scaleMedia <- mean(DB$DBsuave$PROM[1:filOut]) 
DB$DBsuave <- cbind(DB$DBsuave, 
escalado = scale(x = DB$DBsuave$PROM,center = scaleMedia) 
  ) 
   
   
par(mfrow = c(2,2)) 
plot(0, 
type = “l”, 
ylim = c(0, max(DB$dato.bruto$PROM)), 
xlim = c(20,max(DB$dato.bruto$tiempo)), 
col = “gray60”, 
ylab = “Diameter (micrometer)”, 
xlab = “Time (second)”, 
main = “Original data”) 
grid() 
lines(x = DB$dato.bruto$tiempo, 
y = DB$dato.bruto$PROM, 
col = “gray60”) 
   
   
plot(0, 
type = “l”, 
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ylim = c(0, max(DB$DBsuave$PROM)), 
xlim = c(20,max(DB$DBsuave$tiempo)), 
col = “gray60”, 
ylab = “Diameter (micrometer)”, 
xlab = “Time (second)”, 
main = “Smooth data”) 
grid() 
lines(x = DB$DBsuave$tiempo, 
y = DB$DBsuave$PROM, 
col = “gray60”) 
   
   
plot(0, 
type = “l”, 
ylim = c(-3.5,3.5), 
xlim = c(0,max(DB$dato.bruto$tiempo)), 
col = “gray60”, 
ylab = “Diameter (micrometer)”, 
xlab = “Time (second)”, 
main = “Escalado dato bruto”) 
grid() 
lines(x = DB$dato.bruto$tiempo, 
y = DB$dato.bruto$escalado, 
col = “gray60”) 
abline(h = 0,lty = 2) 
   
plot(0, 
type = “l”, 
ylim = c(-3.5,3.5), 
xlim = c(0,max(DB$dato.bruto$tiempo)), 
col = “gray60”, 
ylab = “Diameter (micrometer)”, 
xlab = “Time (second)”, 
main = “Escalado smooth data”) 
grid() 
lines(x = DB$DBsuave$tiempo, 
y = DB$DBsuave$escalado, 
col = “gray60”) 
abline(h = 0,lty = 2) 
return(DB) 
   
} 
 
line2vas <- function(listDB, type, escalado, filOut){ 
nombres <- names(listDB) 
n1 <- length(nombres)                      # Numero de vasos en la 
lista 
   
DB1 <- data.frame(tiempo = listDB[[1]]$dato.bruto$tiempo) 
for( i in 1:n1){ 
n2 <- length(names(listDB[[i]][[1]]))      # definismos en numero de 
columnas para el vaso “i”   
# definimos las columnas a tomar 
if(type == “Original” & escalado == FALSE){ 
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p1 <- 1 
p2 <- n2-1 
texto1 <- “ORIGINAL DATA” 
texto2 <- “Diameter (micrometer)” 
} else if(type == “Original” & escalado == TRUE){ 
p1 <- 1 
p2 <- n2 
texto1 <- “ORIGINAL DATA” 
texto2 <- “Diameter (normalized)” 
} else if(type == “Smooth” & escalado == FALSE){ 
p1 <- 2 
p2 <- n2-1 
texto1 <- “SMOOTH DATA” 
texto2 <- “Diameter (micrometer)” 
} else if(type == “Smooth” & escalado == TRUE){ 
p1 <- 2 
p2 <- n2 
texto1 <- “SMOOTH DATA” 
texto2 <- “Diameter (normalized)” 
} else{ 
cat(“Type of data didn´t specify, them Original_data was taken as 
default.”) 
p1 <- 1 
p2 <- n2-1 
texto1 <- “ORIGINAL DATA” 
texto2 <- “Diameter (micrometer)” 
    }  
DB1 <- cbind(DB1, 
nuevo = listDB[[i]][[p1]][,p2]) 
names(DB1)[i+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 <- c(-3,3) 
    } 
plot(0, 
type = “l”, 
ylim = limiteY, 
xlim = c(20,max(DB1$tiempo)), 
col = “gray60”, 
ylab = texto2, 
xlab = “Time (second)”, 
main = nombres[i-1]) 
grid() 
mtext(side = 3, 
adj = 1, 
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text = texto1, 
cex = 0.5) 
lines(x = DB1$tiempo, 
y = DB1[,i] 
    )   
abline(v = DB1$tiempo[which.min(abs(DB1$tiempo - 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 
# el parametro de “orden” determina el orden del poligono al cual se va 
a ajustar 
# la curva 
suave2 <- function(val,time,orden){ 
  model <- lm(val ~ poly(time,orden)) 
  tmp <- predict(model,  
data.frame(x = time),  
interval = ‘confidence’, 
level = 0.99) 
DB1 <- 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 
#    + listDB = 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 ( i in 1:length(listDB)){ 
p1 <- names(listDB)[i] 
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p2 <- round(mean(listDB[[i]]$dato.bruto$PROM[rango]),redondeo) 
p3 <- data.frame(vaso = p1, 
media = p2) 
tmp <- rbind(tmp,p3) 
  } 
names(tmp) <- c(“vaso”, “media”) 
return(tmp) 
} 
 
# calMedias() ====================================================== 
# calcula el valor medio de un data frame, se especifica los limites 
iniciales 
# y finales de la serie de datos a tomar. 
# Parametros 
#   - DB1 = 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(DB1, time){ 
p1 <- time[1] 
p2 <- time[2] 
nVas <- ncol(DB1) - 1 
rNames <- colnames(DB1) 
resu <- data.frame(media = colMeans(DB1[p1:p2,-1]), 
upper = colMeans(DB1[p1:p2,-1]) + 2*apply(DB1[p1:p2,-1], 2, sd), 
lower = colMeans(DB1[p1:p2,-1]) + 2*apply(DB1[p1:p2,-1], 2, sd) 
                     ) 
return(resu)   
} 
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Anexo X: Comparación de la dinámica del diámetro vascular de los ensayos de 
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 p1 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 
 
 
# ejecutando las funciones 
source(file = paste(getwd(),”funAnaVas.R”, sep = “/scr/function/”)) 
source(file = paste(getwd(),”Fun_10secAround.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 = 1), 
rgb(14/255,36/255,49/255,alpha = 1), 
rgb(36/255,68/255,93/255,alpha = 1)) 
 
# Cargando bases de datos de los vasos 
tmp11 <- list.files(path = paste(getwd(), “AnalisisDeVasos/”, sep = 
“/scr/”)) 
pb <- txtProgressBar(min = 0, max = length(tmp11), initial = 0) 
for (i in 1:length(tmp11)){ 
source(file = paste(getwd(),tmp11[i], sep = “/scr/AnalisisDeVasos/”)) 
setTxtProgressBar(pb, i) 
} 
rm(tmp11,i, pb) 
# Primero examinamos los vasos procesados con la funcion line2vas 
line2vas(listDB = list_04Oct2018,type = “Original”,escalado = 
FALSE,filOut = 100) 
line2vas(listDB = list_09Feb2018,type = “Original”,escalado = 
FALSE,filOut = 60) 
line2vas(listDB = list_16Mar2018,type = “Original”,escalado = 
FALSE,filOut = 90) 
line2vas(listDB = list_17Nov2017,type = “Original”,escalado = 
FALSE,filOut = 78) 
line2vas(listDB = list_20Sep2018,type = “Original”,escalado = 
FALSE,filOut = 70) 
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line2vas(listDB = list_22Feb2018,type = “Original”,escalado = 
FALSE,filOut = 110) 
# analizamos los valores medios por cada una de las listas 
mediaBYvas(listDB = list_04Oct2018,rango = c(350:500) ,redondeo = 2) 
mediaBYvas(listDB = list_09Feb2018,rango = c(350:500) ,redondeo = 2) 
mediaBYvas(listDB = list_09Feb2018,rango = c(100:300) ,redondeo = 2) 
mediaBYvas(listDB = list_22Feb2018,rango = c(100:300) ,redondeo = 2) 
# para poderlos comparar todos haremos una tabla y luego la ordenaremos 
por 
# tamano 
mediaDB <- rbind(cbind(date = “04Oct2018”,mediaBYvas(listDB = 
list_04Oct2018,rango = c(350:550) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “09Feb2018”,mediaBYvas(listDB = list_09Feb2018,rango = 
c(100:330) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “16Mar2018”,mediaBYvas(listDB = list_16Mar2018,rango = 
c(300:500) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “17Nov2017”,mediaBYvas(listDB = list_17Nov2017,rango = 
c(220:420) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “20Sep2018”,mediaBYvas(listDB = list_20Sep2018,rango = 
c(180:380) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “22Feb2018”,mediaBYvas(listDB = list_22Feb2018,rango = 
c(410:610) ,redondeo = 2))) 
mediaDB2 <- rbind(cbind(date = “04Oct2018”,mediaBYvas(listDB = 
list_04Oct2018,rango = c(600:800) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “09Feb2018”,mediaBYvas(listDB = list_09Feb2018,rango = 
c(430:550) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “16Mar2018”,mediaBYvas(listDB = list_16Mar2018,rango = 
c(550:750) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “17Nov2017”,mediaBYvas(listDB = list_17Nov2017,rango = 
c(470:621) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “20Sep2018”,mediaBYvas(listDB = list_20Sep2018,rango = 
c(430:630) ,redondeo = 2)), 
cbind(date = “22Feb2018”,mediaBYvas(listDB = list_22Feb2018,rango = 
c(710:910) ,redondeo = 2))) 
mediaDB <- cbind(mediaDB, after = mediaDB2$media) 
colnames(mediaDB) <- c(“date”, “vaso”, “before”, “after”) 
mediaDB$dif <- mediaDB$after - mediaDB$before 
mediaDB$dif.escal <- mediaDB$dif/mediaDB$before 
mediaDB$sen.45 <- mediaDB$dif*0.7071  # pendiente de la recta de 45° 
mediaDB$sen.45.escal <- mediaDB$dif.escal*0.7071  # pendiente de la 
recta de 45° 
mediaDB <- mediaDB[which(mediaDB$dif.escal != Inf),] 
fac <- character(length = nrow(mediaDB)) 
for(i in 1:nrow(mediaDB)){ 
if(mediaDB$dif[i] > 0){ 
fac[i] <-  “UP” 
} else { 
fac[i] <- “DOWN” 
  } 
} 
mediaDB <- cbind(mediaDB, fac) 
plot(x = mediaDB$before, 
y = mediaDB$after,  
ylim = c(0,20), 
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xlim = c(0,20)) 
points(x = mediaDB$before[mediaDB$date == “09Feb2018”], y = 
mediaDB$after[mediaDB$date == “09Feb2018”], col = “purple”, pch = 13) 
points(x = mediaDB$before[mediaDB$date == “22Feb2018”], y = 
mediaDB$after[mediaDB$date == “22Feb2018”], col = “orange”, pch = 11) 
# angulo de linea de tendencia de control  
++++++++++++++++++++++++++++++++ 
control <- subset(x = mediaDB, 
subset = date == “22Feb2018” & dif.escal < 0.5 & dif.escal > -0.5) 
fit <- lm(control$after~control$before) 
summary(fit) 
# a <-  (3*seq(1,10,0.1)) 
# b <-  (4*(seq(1,10,0.1))) 
# fit <- lm(a~b) 
angulo <- fit$coefficients[2] 
angulo <- atan(angulo)*180/pi 
# 
+++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++
++ 
 
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$sen.45.sq <- (mediaDB.sele$sen.45)^2 
mediaDB.sele$sen.45.root <- (mediaDB.sele$sen.45.sq)^(1/2)  
mediaDB.sele$dif.escal.abs <- abs(mediaDB.sele$dif.escal) 
mediaDB.sele$d <- cos(angulo*pi/180) * (mediaDB.sele$after - 
(mediaDB.sele$before * tan(angulo*pi/180)))  
mediaDB.sele$d.escal <- mediaDB.sele$d/mediaDB.sele$before 
myData <- aggregate(mediaDB.sele$sen.45.root, 
by = list(date = mediaDB.sele$date, fac = mediaDB.sele$fac), 
FUN = function(x) c(mean = mean(x), sd = sd(x), 
n = length(x))) 
myData <- aggregate(mediaDB.sele$dif.escal.abs, 
by = list(date = mediaDB.sele$date, fac = mediaDB.sele$fac), 
FUN = function(x) c(mean = mean(x), sd = sd(x), n = length(x))) 
myData <- aggregate(mediaDB.sele$d.escal, 
by = list(date = mediaDB.sele$date, fac = mediaDB.sele$fac), 
FUN = function(x) c(mean = mean(x), sd = sd(x), n = length(x))) 
myData <- do.call(data.frame, myData) 
myData$se <- myData$x.sd / sqrt(myData$x.n) 
 
colnames(myData) <- c(“date”, “fac”, “mean”, “sd”, “n”, “se”) 
pdf(file = paste(getwd(), “vasodinamic.pdf”, sep = “/graphic/”), 
paper = “USr”) 
barCenters <- barplot(height = myData$mean, 
names.arg = paste0(myData$date,myData$fac), 
beside = TRUE, 
las = 2, 
ylim = c(-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(“usr”)[3], srt = 45, 
adj = 1, labels = paste0(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, lwd = 1.5, angle = 90, 
code = 3, length = 0.05) 
stripchart(mediaDB.sele$d.escal~mediaDB.sele$date+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$fac == 
“UP”])~(mediaDB.sele$date[mediaDB.sele$fac == “UP”])) 
t.test((mediaDB.sele$d.escal[mediaDB.sele$fac == 
“DOWN”])~(mediaDB.sele$date[mediaDB.sele$fac == “DOWN”])) 
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Anexo XI: Cálculo de la distancia del punto a la línea de tendencia 
 

 

𝑧௜ =  cos 𝛼 (𝑦௜ − 𝑦´)        (1) 

𝑆𝑖 𝑦ᇱ =  tan 𝛼 (𝑥௜)           (2) 

𝐸𝑛𝑡𝑜𝑛𝑐𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑒𝑚𝑝𝑙𝑎𝑧𝑎𝑛𝑑𝑜 (2)𝑒𝑛 (1): 

𝑧௜ = 𝑐𝑜𝑠 𝛼 ൫𝑦௜ − 𝑡𝑎𝑛 𝛼 (𝑥௜)൯ 

Donde:  

- zi = la distancia del punto definido por (xi,yi) a un punto en la línea de tendencia 

definido por (x0,y0). 

- xi = es el diámetro del vaso i durante la oclusión. 

- yi = es el diámetro del vaso i durante la reperfusión. 

- α = es el ángulo de la línea de tendencia, calculado a partir del arco tangente de la 

pendiente de la regresión lineal de la correlación del diámetro 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 oclusión de la arteria cerebral media 
Comparación de los tiempos de oclusión de la arteria cerebral media entre los diferentes 

grupos de tratamiento. 
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Anexo XIV: Bastidor móvil acoplable al microscopio de dos fotones para técnica de 
microscopia intra vital por ventana intracraneal. 
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USTA\DE\pIEZAS 
ELEMENTO CTDAD NIJPE\PIEZA I DESCRIPCIl N 

1 2 Poste 

DI I 
2 2 Seguro]oste ACOple\del\j:loste\j:lara\Ser\5uJetado\a\la\l11eSa \ 

I ID 
3 6 ANSI\B18.3\-\8-32\UNC\-\0.5 Tornillo\de\cabeza\ciltndrica\con\hueco\hexagonal 

4 4 ANSI\B18.3.6M\-\M6x1 \X\4 Tornillo\Sin\cabeza\con\hueco\hexagonal\forjado\y\punta\plana 

5 1 mesa plancha Planca\con\rieles\paralelos 
6 1 UnionJllancha_mesas Pieza\de\uniyn\entre~a\plancha\y~a\rnesa 

7 1 Acople Plancha Estero \ 
8 2 Plancha Extremos Adaptadores~aterales\de~a\plancaha 

9 2 ASME\ANSI\818.3.5M\-\ Tornillos\de\cabeza\plana\avellanada\con\hueco\hexagonal\escariado\ 
CI I M5x14(2) -\Mptrico 

10 4 ANSI\B18.3.6M\-\M5xO.8\X\8 Tornillo\Sin\cabeza\con\hueco\hexagonal\forjado\y\extremo\con\ 
pivote\rnedio\-\Mptrico 

11 6 ANSI\B18.3.1M\-\M5xO.8\X\12 Tornillo\brochado\de\Cabeza\hueca\-\Mptrico 

12 1 Parante horizontal 
13 1 Adaptdor JixHead 

14 1 cruz_estereo Adaptador\de\las\guias\de\rnoviento\a\la\rnesa 

15 4 separador _de_guias Separador\de\guias\de\rnoviento\de\la\plancha 

BI I 16 2 Cabeza_tornillo Cabeza\de\tornillo\para~as\guias\de\rnovimiento 

I lB 
17 2 tornillo_central Tornillo\con\hilo\de\cuerda\doble 

18 4 guia_1 Varilla\de\acero\para\restringir\movimiento 
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Mptrico 

20 2 Sujetador_base Sujetadores\del\adaptador\de~a\base\del\microscopio 

21 1 Acople_microscopio Adaptador\de\la\base\del\microscopio 

22 6 ANSI\B18.3.1M\-\M5xO.8\X\20 Tornillo\brochado\de\Cabeza\hueca\-\Mptrico 
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Early Post-stroke Activation of 
Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor 2 Hinders the Receptor 
1-Dependent Neuroprotection 
Afforded by the Endogenous Ligand 
Alfredo Cárdena5_R/ltenI ', Aur. N. campero.Rom"",', YessIc.I HenJs.Romero' , 
Andn!s Penagos-Pulg'. Ruth Rlncón-HerediII' _ LIb B. Tovar·y_Romo'· 

'"..,.""'.......,.,,.... -.... ... __ c..o.: ~_~ ... __ """_ '- """ ........ _ ... _""* . .........--..-..... ... _-"""-
V!lsctAar 9IldottUIaI growth factor (VEGF) has long beoo comected lo Ihe OOYOOpmoot 

oT Ilssoo lesIon UO'whg Ischooic stroke. Con\nKlctDfY flndngs litIu ~luate VEGF 
Il'! a pmmotll" o/larga (jfarct vok.mes oc as a poten!lal atteruator 01 d1ma¡¡e due 

lo ~ Wf#. OOcIJoonted nru-oprol9Cllw cap<UiIy. Th9 core o/ thIs <Jscrepancy rmstly 

les 00 trn SLtJstantial runber 01 pieIolmpt: fmdIons Iiivm by VEGF. MedJaristkaly, 
Iheoo flJlects 1i'f! actlvated throu;¡h smer;¡¡j VEGF rtlGIlptOffi lar wt'ich vatlous doseI)I 

related Iogands exlst. Hem , wtl tested In an expromental ~ 01 stroI<e how !he 

dlffermtlal actlvatloo o/ VEGF receptOfS 1 ¡nd 2 woUd modfy Iln:IloroaI and tistologlcal 
outcomes (] !he ocute phase posl-ischemIa, We <liso ~ l'ot1ether VEGF­

mldated responses woUd invoIve !he modUatloo 01 inflarrmatO!)' roocharisms and 
how ttis troptlc lactor ocled spedl'iGály on f19.JfOO<II rtlGIlptors. We prillnld ischooic 

illarcts I'l oout rals by lImsIently occIt.ding the mkXJe cerOOral a1ery and idJood 
!he pha'fTIacükJgic lrt1UIoo o/ VEGF rtlGIlplors by I.c.v. <ánlrístratlon 01 !he spilCiIt; 

VEGFR2 mtJ«or SU1498 and !he pi!t1-VEGFR biocker AxItillJ. We BYakJaled !he 
oouoIogicaI per10!TTla1Cf1 01 anhIals al 24 h loIbv.1ng stroke [fi(j lhe occumJnCIl 01 

braIn tnlarctlcni ana/yzed al !he gross rootaldc ¡nj f1OO'OO1lI \'1atWty ifMlIs . We 

liso asSOOSIld lhe LrdlJctloo 01 ~a! pro- md antl-tnnarrtnalory cy!DkInIls tn !he 
carnbrospO"IaI TkJKl ¡nj bIood ¡nj asSOOSIld !he poIa'lzatlon 01 acUvatoo rriuogIla.. 

FnaIy, Wf1 stwled !he dirocl InvoI\iemenI 01 cortical ll9lXonaI receplors Ior VEGF 

wIth ti v/rro assays 01 IlJ(dloloxlc dirnage. Prefl!!OO!Iii VEGfR t actrvatlon by !he 

enOOgEoous 191n:l promoIes nrurooaI proloctlon md prnvents !he preseolatloo 01 
largo¡¡ vokrnIl ill¡n;ts lllaI hIgtty oorrelale wtth ootnJIogIcai perfomIarK:e, v.t1Ie !he 

concon4tant actNatIon 01 VEGFR2 mduces thIs slroc!, mm tn !he pmsenoo 01 

BXogenotJS Igand. Tlis process pailaly flI.'oMl¡ !he poIa'lzatloo 01 mkrogIa lo !he 
slals M2. Al !he ceMar kMlI. neuroos al50 msponded t>etter lo !he prnlerer1lal 
actlvatloo olVEGFRt when cháIerlgBd lo N-methyl-o-aspa1a!s-lnduood IlXcttolOJddty. 
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\oRF,".....-._ .. _ 

EnOOgenous activalloo o! VEGFR2 hrlders too no:uoprotecllw ~ media!ed 
by !he actlIIatim 01 VEGFRt. ThIl s9ocIM¡ fI1!XMatim 0I1t1OO1l cooctnOOt proGIlSS9S 

rrf\1l1 ~ !he oovOOpmmt 01 ttBaprutic ~ thal target spocIfic VEGFRl­

mOOiatoo sI¡r.alhg d\Ihg too acute pmse post-stroke. 

_ ..... __ .. CACI._ ..... '_ ........... ""It.vroF ... 

INTROOUCTlON 

lhe nrurop'01«1ÍV< mokcul.o, m«h.ni"". th.. d,;". 
mdog<oow w]lli .... n-spon .... 10 injury in the c.mroJ nm'Ous 
'YlUm (CNS) .. e rno.uy unknown. aoo th<Í' .Iudd.tion would 
i&ally op<n MW ""'n ..... fo, rd>ahititation. A ""'!' ¡>romi>ing 
proc ... '0 ta,gct ,he ... peu,ially j. dri,..n by vaso::u1 .. <ndothelial 
growth focto, A (VEGF), ",Me}, ha. lons h«n imptk;o,«l 
in th. ,<gWation of KV"'oI <",nU tha! tah plac< fotlo"ing 
j",hemk 51'''''''. the luding e.us< of acquired disability in ,h. 
devdop«l Irorld. 

VEGF ,e¡¡uI .... . "",kI of rnoknd .. p,oc", ... tha, aIJow 
'i ..... '0 """p' '0 th" ",OOi,io ... ,h .. pr<Vilil ah .. 5Irou. such 
•• nruro ..... "'ul .. f<!nodeling and wp.al'. n'uro¡>rol<dioo. nn 
plastieity and th< r«nÚtm<n' .00 prolife<ation of n.uronal 
pr=w>oIS (7l>ang<t 01,,1000; Ma <t 01,,1011; Drietko ... 01 .• ZOI3; 
G""",berg ond Jin. 101l). Ho"TV<', VEGF i. al", '<>POnsibk 
fo, IOm< <!am.ging p'oc ....... ud. •• e .. m,oI «lema :md 
="¡",«l blood·blllin ha,ri<r kw!!" (Elicriri ... 01" 19'19: van 
Bru.ggen ... al, 19'19: P.ul ... al. 2001 ; W.io ... d o. .. .,.¡,. 1005-. 
Kim .. 01,,201& Wu ... oL, 2(18). Such o¡>¡lO<ing finding. ha,..,. 
thu. for. im¡><ded th. utili...,Í<>II of VEGF in • dinkol "'!ting 
oimed at oIl<via'ing ,he ""1",,1. of iKhemk .. rok<. 

VEGF acts by a<:tiva'ing 'yrosin< kinas< '«<J'1o.-s I (VEGFR1. 
01.., known •• FMS_lih tyrooine "' .... " Fh1) ... d 1 (VEGFRl . 
01.., known .. "'nos< domain receptor. !(RD. and f<lol ti"" 
kin .... 1; FIk-!l. 80th r«<p,oJ> ar< .. ruc'ur.illy c!ooely ,d. ,«I. 
raeh ,ompo...d wi,h .......,n immunoglobulin_tih domain. 00 
the ... 'r.ac,UuJ .. portioo. a 'ransmembran< motif, ond :m 
iotraceUulu tyrosine kinu< dornaln with coo""wd 'yrcnin. 
plxnphoryla'Í<>II ,;'es (G ........ ti 01 .• 2006; lW>imi. 100&. 
Simons <t al. 1016). oIthough ,h. ul,im.t. biologkal oction. 
dri,·,n by Ú><.., '«<I"on individuaUy ore 5Om.,.,""-' diff .. <nL 
T,adilionaIJy. VEGFRl ha. 000 eoo.i<kred th. unonical 
recop'o< ro. VEGF (GoL",k, ..,d MorlaOO, 2018). and fm a "''!' 
long ,im<. VEGFRI h.:u boro ,hough' to function as a decoy 
sign>l tha, rounte, _u-gula"" VEGFR2 o.rtion. by ..-q ..... ering ,h. 
Ij~ ,h", ,«lucing it> aVlLilability '0 ¡'¡ndin~ VEGFRl (PaIk 
ti al" lW4; Me,.", .. oL. lOO6). Also, VEGFRl .. prefnably 
oe,¡ .... t<d by o,he, "",mb.n of m< VEGF f"",¡ly,...eh as VEGF_B 
(OI""n .. iI • .!006). 

An o¡><n q""'tion in alI th .... mokculv <v<nts i. wheth" 
VEGF nn .Iso modulate ,he IlCuroinflamma,ion dkit<d by 
isehernia (G<'i..lcr and Me>rland, 2018). Nt"llioinllamma,ioo i. 
;m import ... t compo .... n' of th. p>,hopilysiolosr of .","", and 
othe, n<UJOdq¡rner.uiv< proc ..... ..he .. mkrosl". th. ,esi<knt 
rnacrophag<. of ,h. CNS. play a centrol role. 

H ... w< "OOiN ,ho m..dt.nism. of VEGF_m«l .. ,«1 
n=opro'oction in ,he aa.lt< ph,... of ",oh using .., in ,.¡"" 

, 

modol produced by ,h. !Jorutilo,!, OCdillÍOlL of !he mid~ 
ee.m,.! a""'Y in ,he la' (MCAO). Tho i.c.v. admini>tration of 
VEGF in ,he <arly pha.< ah .. "rok. resulto in • significan' 
,..rnution of inf:mt "olurnt rnd ¡IlC,..""d n.uron.J OLI .... ivol. W. 
found Iha, ir VEGFRl !!"to pmer.ob!y 3C,iva,«l ..hen VEGFR2 
i. inhibi'ed, tltere i •• ,rouction of infare' ""¡um< .00 «IelItO, 
and an inn ... ", or ......... onal .urvival .nd MWllIogkol outron><. 
Giv<n the ,01. of VEGFRl on mk'ogtia! '<>pon,.. 'o . lterro 
b,oin 110"""", ..... the underlying m«h"""m. of the VEGFR 1_ 
medial«l pro1ertÍOn p .. ,iaJly in""¡v~ al", ,he modulation of 
th. inflarnma,ory .-..pom •• nd mkrog!iol po!ariution '0 • 
n<urop'ot<cto<" phrn",yp<. n..", '<Julu poin' ,owa,d VEGFRl 
as an a11ract;"~ ,he~u,k '.rg« fo, "'olee . 

MATERIALS ANO METHODS 

Animals 
In ,M ... OOy .... w«l young (l.S month. oId; 270_290 g) 

Wi .... ,a" lha! ....... oubj«t<d '0 MCAO ....... ,ibOO btIow. 
Animal. w ... , hou>OO in individu.al <asa in • 12 h lightld.rk 
ey<l. with food and ,...te, <id /ibilum. AIJ .... w .. e ",11«1 
al 14 h during the acut< pil ... pon_siro"'" AU nJl<,imrn'oI 
proc«lu,es _fe COooL1Ct«l und .. th. curren' M .. kan law rO<" 
,h. use aod ear< oí Iaborato<y :mimol. (NOM-tl62_Z00_1999) 
"';,h , It< a¡>provol of lhe [n"i'u,ional Animal Col< .nd U~ 
Commiuu (OCUAL-IFC-LTR93_16). 

Study Oesign 
Animal. lO""" .-andomly divided into ...... n grou¡» wi,h .., 
n _ 10_13 fo, MCAO group. and 7 wms. n.. oampk.u.. '" .. 
e"kulated Q prio,i '0 d<toct • m«lium Coh.n'. d elfect .h ,. O.J. 
~ poW<"L" oí 0.8 . 00 significan« of 0.05. Moru.Ji,y .-al< '" .. 
a.wmoo 'o It< 0.4 b......J 00 piIot <XJI<rirn<R'" Th ... ¡>M>.m<ter> 

""'1< eho .. n '0 rOOuc< the oumbe, oí animol. un lnclusion 
criterio io anal)'l<>' eonsid,red the rOOu<:,ioo of bIood ¡><"riusion 
beto .. 50!11. of ha,,] valU<">, whkh ,oul!hly eorr .. pond. 1o !he 
,ffect of ocdoding !he comIDOn e""" id .rte'!'. no irnmOOia,,, 
,eco",,!, of '<JI<rfu.ion (.00.... 50!11. bü<l inevalues within J min ). 
'0,01 ocetusion tim< bet"""n 90_95 min. ah"",« of ouborachnoid 
o, in,,-¡¡parenehymol hemorrhaJ!<S and survival al 24 h Út<' 

..rol.. Thi . IIOOy .. limit«l to .. "' .. effecu on mol ... 

MCAO 
!la .. w<r. pu' unde, i..,Aurane .M ......... (S" fOf induction 
follow«1 by 515 .. during ""8"'!') witlt 0>:J'i!"'0 .. ,he carr;"f. 
Normol v<n,iIa,ioo w .. au,onomou.ly m.>in'oinro. Focal , .. eb.-al 
i",h.mi. ~ induc«l ,..ith the Longo. mcthod {Longo ti al 
1989) .wng • nylon monofil."",nt with • silkone_dip¡>e<l tip 
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COo>o __ ..... _ 

(4037J.4, Doccol. ShMon. MA. Unit.d Slot .. ) !hal wa. in"",t.d 
in o >lump cr"atoo by rulling !he lig.¡IOO kft enema! car<>lkl 
ort<ry ""d inlnluminally :om-anc<d lhroug/l !he inkmal c",<>Iid 
ort<ry until il reachN and ocdoo.d lhe ~ICA al i1> inccplíon 
in lhe Ci",k of \'r.lh MCA ocd""íon w .. ke1" fo, 90 min 
.Fter whieh !h. monofilamen' ..... removro. lIody lemperatUle 
wu maintain.d al J7"C wilh a heoting pad fo, !h. duratíon 

of ""l!"ry. A' the eoo of "'" p,~ur<. Ih< alUn of ,he n«k 
wu ... lurro. 000 ,a!> w<Je relu,ned lo lhri, <age>. During lit< 
en,ire e..,.rimrntal proc.dure, lhe c<.ebnI bIood 1\0 ... (CBl'l ~ 
monilO'.d in the tefrÍlory i,rigatoo by MCA wi!h 1ase,_Doppl .. 
lIowrn<try. 1'0, lh¡., lb< parielal "'uD bo"" w .. thinned wing 
o ""aIl motolool driU bi, (Dmnel. RKin •• WI. Uniloo S ..... ) 
and o p,oh< I>olde, ..... glued ",,'o ,. o, "crrotaxic <oordirutl" 
(AP -1.5 L +3.5 f,om Bre¡¡rnal. A w.,_Doppk, p,oOe (modcl 
407. P",irocd. jlrrn1a. Swedctr ) wa. in .. rtoo ioto .he hold .. 
and c""r><rtro lo a Perifl"" Sl"tcm 5010 (Pcrim<d). CBI' waJI 

continuously moni'or.d with on ocquir.iliorr i01<n'>lof0,3, wing 
lhe P .. OOft IOftwar< (P<rimed). 

Administration 01 VEGF and 
Pharmacological Inhibitors 
VEGF a:rrd lhe VEGFIU inhibilo" ...... odmini.1<f~ by 
intr .. e"¡',ov<n.riculu (i.c.v.) injedíon. in th. <orr"'l"'lldiog 
animal group> 30 min Úl<r intraluminal fiLun<OI r<"moval. 
whid. marl.d!he bq¡inoing of '<p<rfwíon. ... ith .he foUowing 
st<rrolHÍ< coo,dina.", AP -0.8 and L -1.5 from g'<gma anJ V 
_4 from duro maner. Injedíon. we,. perfo,rocd with g ... du.too 

¡JI ... mk=pill¡ry pi""tI .. Ih>! ",.u ¡JUIkd lo produa a 
!ip < 50 .. m in diam<ter (McOusk")' rt al. 2008) al a fi"" 
... '" of 0.8 I1Umin. Il<uuo< of th< non_pol>r na'ure of lh. 
inhibilofl u.oo in !h;, .tady, we inj«t<d a corr"'l"'ooing volum. 
of D).1S0 in aIJ exp<rimental group< '0 control fo, DMSO 
poWbk <If«u. Control .... m_ and MCAO-<>pe,ated animal. 
WCI< in;.ctOO wi!h vrnick ..,Iulions co",isúng of 1 .. L DMSO 
followOO by 2 .. L 0,1" BSA (~ I1L final volum<). Rcrombinan' 
, . , VEGF_A,,, (Sigmo) ""'" p,ep ... d in a 0.1 " BSA o, a final 
conceotratíon of 15 ngll1!.. 1l1L VEGF .... ,. inj«l.d foUo....ro 
by 2 I1L DMSO. SUI ~98 and Axitinib (both!rom Sigma) W<IT 

prep.>,ed in DMSO a. o eoncrnlraoon of 6,4 mM. Two ~L of 
raeh inhibito, W<f< odminist<y-eJ in th< rorr<sponding grou¡lS 

followed by 2 .. L O. '" OSA 01 l5 ng/ .. L VEGF deprndinB on 
lhe <xp<rim<o.al condition, 

Infarct Volume Calculat ion 
Animal. ... tU >«lot<d wilh sodium prn,obarbitol ood 
.ranscardWly pt"rius<-d with 100 mL O.\I1Ij, :-¡oO .. 4" C, 
.Fter whi.:h b,airu; _ro ooIl<c.oo anJ irnmedíat<ly >e<tioned 
io'o ..,.<fl coronal .li.:a (1 mm Ihick ) .h .. W<IT inrurn.ted 
io .n. V.5_triphrnyl'<1ruolium chloride (rrq at Ji'-C for 
10 mino Imagn of >e<tíon. "',,1< digiully a.r:qu.ir<d with o 
Larnark ", ... ncr (l.<xmark X2650. lum.rl. C ... ada) ... ing 
Im.ging Sludio >oh", .. ", (l. .. ",,,, .. úna.da). The ÍDf",ct..J ond 
individu.al hem;'phe ... ,ea. of ~h SIT'ÍOIr W<fe m<-¿"",cd.,.,.ith 
a ><"Oli_. u.oma.iud moero rou.in. <ll«utOO in Fiji (Fiji_lmagel. 
' .. "¡'>n 1.51i, NIH. Uniled Sta ... ) (Schindelin ... al. 2012). 

, 

--_ .. -
lnfam voIwn< w ••• hen cakuLot.d aoo corr<"Cled fo, ..kmo ..-;.h 
the following form~ 

Whcr< IV i. th< voIum< of inra,a in mm'. n .. 'M numbe, 
of ..ruon .. dHÁ i. lhe:un of th< contnl •• en1 hemi",he", in 
mm'. lA i. ti>< are. of th< damag«! ,i .. "" in mm'. jJl-L\ is "'" 
.. ea of ip.ilate",1 hnni.pher. in mm' •• nd 1 .. !he thkkn ... of 
e:Kh ""ticm in mm. 

Post-stroke Neuronal Viability Evaluation 
For hisloloj!ical ... a1y .... !hl<'< ,al> pe, group w<r< t ... n""",díaUy 
perfuscd wilh 100 mL ic.-<oId O,\I1Ij, N.a follo....ro by 250 mL 
ic._cold ~" panl"orm.ald<hyd< (PFA). B,un. wen colh.oo ond 
pmo._/W-d in 4" PFA lo, M h ond lhen cryop'<>I<d<"d in J()'Ió 

. "'" .... Whok PFA_fuoo b,..¡,.. ... n cul inlo 40 11m thick 
«<líon. in a c'l""lol lO produce 10 Kri<s of COfl5«UlÍV< lI<"<tíom 
that wen 400 .. m apart. An ",ti", .. n. ..... moun.ed on 
!leblin_coat<d didn and .ta.in.d with '" <K<yl vioI .... Digi.al 
irnagcs of o ><elion "",ks w<re :KqUÍl.d in an Olymp", IX71 
microllCope wilh o :WX m.ogrrification u.ing a U Me¡¡.pi .. 1 
EvoIu,ion UVF came ... (M<dia Cyhernnia. B,,,:l<iogharruhir<, 
Unit<d Kingdom).lmagn ... ere proce»<d in 1rnag<_Pro PI", 6.0 
(Mooia Cyb<m ... in). Somo cliam<tm aoo shap<s of pyramidal 
o<uroo. wilhin . n OMl af 250 >< ]SO 11m in lay." IV aOO V of 
th • .IOIt\atm<nsory ron .. in 3 <O!Nrutive ..mon, wr,~ a:rraIyud 
wilh a:rr au'oma.izOO rna<ro [Ou,in. n<rul<d io Fiji. Heohhy 
«fu ... u. ddined by cirrularit}" val .... of 0.47 _ 0_88 aOO ~, .. 
oí 30 _ 150 11m'. Neuronal viabili.y i. ,cpon.d ~. a suni,..1 
ind.:>:. ,,-bich WlL1 cakulated from raeh muol of ip>~.l<n1liv< 
o<uron. apr<ssOO .. o proponiorr of Ih. muo' in!h, ... ¡l<"Ctiv. 
coOlnlal<n1 ....... lóe r<.wting val ..... _,. normaliud '0 th. 
pooW in& . .. of th<.ham group. Thi. olgo,ilhm i. cakulated 
wilh lhe following Io,mulo: 

,,~, (t (Le, ~/d,))) 

¡.(t (~' ~/()).l 

Wh..., SI ;. ,he surviv.J iOO ... C' i. lhe numbe, of liV<' nruroIU 
in ,he ip,¡la.cral .ide, (!1 i •• h. nwrrber of li,... "'01Iom in "'" 
, .. pe<1h .. mnfraurrW >idt-. " i. ,he numher of comnalll<"<tíoIU 
onalyud fo, e .. h brain. I ;. th< numbe, of animal. onalyroJ ptT 

• ..,.,irnrnul group. s" i. lh. numbe, of n<llron. in tht- kft ,¡d< 
of!h • .ham group. se' i •• h. numh<, of ""uro", in the .1gh. ,¡d< 
oí th< .ham group and. '" ¡, th. num¡"" of 5<dions analyud rOl" 
.. eh oI..m b,ain and p i. the numbe, of 01."", "'l>. No "aw.ical 
dilfrnene<> w<r< d .. <ct<d iD ab",lute num""" oí Ih". I1<W'OIU 
among contrwtenloi<k. """",,~xp<rim<nul g'oupo. 
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Behavioral Testing 
Animal. w .... ~ " .. 1",,100 ,..ith a baucrr of nrurologicol I<lt. '0 
a ....... n""imoto. <kOO!. 24 h ah« .. roh. lhe 1<,..,nty of 
functional <kfidu,.. .. Ko.,d by assnsing eigh. i!m .. deKrib«l 
in T. b l. 1 with .Ii¡¡ht modifications from pKViou. '<¡lOn. 
(~!au...,n <1 oL. 1'197: Schollm n oL. 2000: Bw¡¡ud< n oL. 2006: 
Zhang n oL. 1015). Mnimum ><0 .. (31 'otal) wa. "';gnOO 
'0 ."imal, withow nrurological ddid, .. Al] CYaiua,ion. W<f. 

cro .. _valida.oo by a .ra.iO«! ob",,,,,,. bliOOOO '0 .h •• ...,.rim<nul 
~Im<n' tha' analytt<l =o.dOO vid ..... of th~ ...... 

Peripheral Cytokines Determination 
BIood sampl .. ""' ... obuincd by Grrdiac punctm~ righ. befor, 
lun .... diol perfwion 'o detumi"" drrulaling cytoli.I>< I,vd. 
24 h ah .... ".01«. Pl .. ma wa> p • ."ar<d from blood by odding 
SO .... UrnL O., M EDTA . 00 sampln W<le .. or«l a. -8O"C 
until usro. CytokiIW do..«tion wu c.med out wi,h • ru"<>m_ 
modo. roU C}~okin"¡eh.rr.oki"" mogn<tic bead Mi1lipla ),lAP 
panel (Millipo ... T<nwcub. CA. UnilOO Sto, .. ) foUowing 
1"" manufaclu'<f in>truction •. A 96_"",11 plat< "' .. ...00 lo 
.imul!:mrou.Jy <k.",mi"" 1"" conc<n'ration. of IL-l ~. Tl_4. 
Il_6- IL-l0. Il_I2p70. Il_J7. TNF-<I. CCLll. lNFy. CXJCLl. 
MIP_la. and VEGE Th. plat. wa. rnd OH • MAGP1X 
srst<m (E.\lD Millipo.~. Darm.""' •• G<rmany). R<suIt. _ro 
analrz«l using .h. d'ONE~"'T >oh ...... (Lwnin",. "-bdoon. 
Wl. UnilOO S ..... ). Standa.d. of 100-16.000 pg/ml w,,"e u«<l 
fo. iI""""'ting tite corr~nding coocen.n.ion cun< of each 
analyte, Iln .. mino.,ion, w,u don. in duplic .... P<" biological 
.. plk.t«~-J). 

Cytokine mRNA Expression 
Cytoli.n< mRNA k ... d. ",,,"e <kt<nninOO 2~ h . il .. "rol« by "al_ 
.i"", qu.:m~I.liv< PCR (RT-<JPCR). Fa •• his. 1 ml ofblood wa. 
(ombiO«! wilh 50 II-L 0,5 M EDTA and 10 mL of rOO bIood «li. 
Jy.i> buff .. (15) m.\I ¡"'H,a. 12 mM NoCÜJ. o.lM EDTA. pH 
7). Sampieo ""' .. centrifugoo al 1900 "1 fu. 8 min.t lIT in 
" SorvaIJ ST8 c~n.rifug< (Th<rmo Fi>h<. Sci<nlilic, KullrUb.. 
Ge.many) to nbtain ,..hit< bIood (.lis ¡><\I<,. Toul R.'l"A wa. 
i ...... oo with s:¡ TRlr.oI(Ambion ureT«hnologia. A""in. TX, 
UnitOO Sut .. )--chloroform by ph.ue >q}ar •• ion «ntrifugnion 
., 12.000 " I for 15 min a' ~·C RNA "' .. ¡JI"ecipit •• oo in 
500 II-l ""propano! and waohOO in 75"" nltanol, Arte •• ir_drying, 
the ¡><Ikt was =on"i,u.OO in RNA .. and DNA .. f,,,,, u1tr._ 
pUf< wa'cr (lhermo Scómlilic ). R.'l"A COncfiltra.Í<>II and purity 
,..'ore • .......d us.ing OD 1601280 .. tm and il"1 cit'ctrophol< .... 
IIT_qPCR w .. perfo.med with On~-"'1' NZY5¡>«<lIIT-qPCR 
GIfffI ki,. ROX (lll.yTECH. ¡jobon. Ponugal) :l(co.ding lo 
the manuf.c\Uff' directioo •. RT_qPCRs ""'t< run in 96_w<Il 
pb.os in :rn ApplKd Bio'f'le"" SI"'O ..... lIT_qPCR Sl"'em 
(lñermo Fi"",,") with "'" fullowing (>4"""""" 20 min .......... 
• ranllCription ., SO"C. 2 min cDNA drn.,~ring" 9,"C 40 ord .. 
of 5 • <kna'"",!ion at 9,· C 30 • :umealingl.mplilic •• ion al 

61 °C R ..... iv< qu:rn.ilica.ion of ge"" nprt'>5ion wa> performOO 
Wling the r AAC, m<thod. ",i,h gly¡:..-.kIehyd< 3_pho.ph.le 
debydrogma>< .. a .<fe«n« gene. Melling cm ..... ",Irzn and 
il"1 .Jectroph<n.-.i, evalua,ion of ,n,. RT_'1PCR products w<re 

• 

\oRF," ........ _ .. _ 

rou.i""ly ¡><rfom...d '0 det..-mi ..... !be o¡>«illcity of th< RT_ 
'1PCR ",. ction. Prima informa.ion fu. ",eh ge"" i. containOO 
in T.bk 2. 

Immunohistochemistry and Confocal 
Microscopy 
PFA_fi. oo b.ain >«tion. containing infarr. coro and penumbra 
,...,.< block«! with 5"" bo,in< .. mm albumin in Tru_buff .... oo 
.ali"" with O.'" vlv T.i'on X_lOO O"BS_ TI ."d incubated with 
...,i_lba_l (I :lOO; WaIID. RiehmoOO. VA. UnitOO Sta"") and 
... 'i-ar¡¡ina><-l .ntibodi<, (J :100; Tn,itr'Og<n) fo< 48 h. s.:ctio ... 
w<re woshOO th.N lim", wi.h TBS foUowOO by 1 h incuba,ion 
al lIT "i.h Aku FltlO. 488_conjug •• oo .n,i_rno<I>< aOO Aku 
546-coniugoted anti_rabbi, ontibodkl (1:2000 NCh: lmi'rogen. 
CarJ.bod. CA. UnitOO State.) in TBS. Imoge. ""'''' obtaiO«! in 
• üi .. LS.~1 800 conf",ol micro><""" using a 63X ob;<ctiw. 
An .. <roge of 45 optico.l >.líen wos nbt.iooel ..... 'Y 0.5 .... m fo< 
e",h Z-"""k. 

Cortical Neuronal Cultures 
Conkal neu.onal rullUJ<> W<l< p.qru-ro trom embryonic day 
17 Wi .. a. "'" .. previottsly &.crilxd O"o"o'V_y_Romo n aL 
1011). B.Ó<fly. corlic •• w<re iIoI •• .J and try¡»iniud. ""d oolls 
" ... ~ di"""iat<d by lrilu .. úon in. Ca" and :\lg'+ f ... HaRb· 
bal""cOO .al, oolu.ion (Gilxo. Carbb. d. CA. Un~OO Stol",)_ 
Nouron . w<r< pLot«l .1 • <knoity of U " lo' «llsJcrn' in 
polyethylencimiIW-=otoo 2~_ .... U phI .. in Neurobasal m«lium 
ouppkmentro with B_27 {Gilxol and 1"" on.ibio.i<:I.ntimy¡:oIic 
..,lutÍOft (104 U of pcnkiU,o G/mi. 10 mg oí ''''I''0my¡:inlml 
... d 25 II-g of amphotuicin B!ml) (Sigma). Ten .... M cyto>in. ~ 
[)_.rabinofuran""id~ (Si!Jltla) ~ .dd«l 0<1 DIV 3 'o p,<v<nt !be 
prolifu •• ion of .. ,rocyt .... 

lmmUllOfluo"'K<'H ""ning "' ... perfom...d in .. l!. pla.oo 
on gJa.. co.,..,"¡ip. aOO furo with 100II. """bano! fo. 10 min 
al -lO"C on DIV 7, Nrurom w<n: inoub.loo ,..ith ... Ii_ 
VEGFRI Ol anli_VEGFR2 (Hoo eam. LifeSpan Biosci<ncu. 
St-altk. WA. UnitOO Stol"') and an,i_microtubule _ .... "d.ted 
prolrin 1 (MAP2: 1:100. Sigma) ov<migh. al 4°C LaIxkd <~1Is 
""'''' inrubalOO with Ala. Floo< 546- and Aku Fluor 488_ 
conjuga.oo an.ibodi .. (1:200 ","ch. Lif~ Tcchnologi<.). fo.- I h 
•• lIT. ofter th,tt "' ........ ""<11"0'" "",re inmba.oo with DAPI 
fo. , min and moun.oo on gJa.. .lid"," Gel!. ""'.~ imoge<l with 
confor.1 microscopy ., d,,,,,--ib«l .bov< with • .wx ob;ectiv<. 
AH aV<Tagt" of 30 opti<al.líen waJI obt.inoo ..... 'Y 0.5 .... m fo.­
e .. h Z-"",k. 

Cortical Neurons Excitotoxic ity Assays 
Neuronal 001""" ""'''' dlalJrnged on D1V 11 with l, JO. O< 

100 ¡1M NMDA + 1 II-M glya ... fOl" 14 h.o indoc< =itolo.ic 
dom'g< o. ""W"Onol d • .,h. Ra •• <combinan. VEGF_A, ....... 
oddod to lOIn< .xpe,-im<ntal w<lis a •• co",en.n,ion of 10 nglrnL 
fOl" 24 h. In ."''''' <I¡><rim<nts. wt: odd«l. 1 II-M SU14911 
o. 2 11M Axitinib fo. th< .. "'" lime. Nruronal viabUity ..... 
inferr«l from """abolic .cti,.;.y <ktenninOO by .. anda.d !-(45-
dimnh)i thw.ol_l_ yI) _25-<liph<n)"I.<trar.oIiwn bromide (MTT) 
,OOucoon. Fo.- .n;,.. .... uro ... w<re incuba .. d with 0.1 rnglrnL 
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MIT ¡¡,,- 2 h " 37"C " "'" rnd of ,he .".1)'Ud ¡l<riod. 
Med" """ """,,"«l. ""d fomw.an pr«ipitation. Wff< di...,l,....! 
in • 4 mM Ha i>opropmol oolution. Ti><- :obso<boncr of 
cdi debri._f" .. ""Jl'<mat ..... WlL!I ,ud in , s¡><ctropholomct .. 
(lI<d:man Goul'er) wi<h , 570 nm .... V<kn¡¡th. D ... ore 
p,<><n,ed •• ¡l<rc<nug< ,.lati ... 'o <he .mo,Nnco of control 
coOOitions. In 10m< .. ptTim<n,al rondi,;on, w< corrobo .. ted 
n"""",al viability ",ith <he lifeld .. d fluor<=nco .... y (Th",mo 
Fi<her Sci<ntific) ,n..t .. oin liV<" cell, with cale<Ín AM (gr .. n) 
and <lnd «n. witb rthidium homodim<,_1 ( ... :1). ¡;'Uowing 
m.anW'acture.-. dilKtions. 

In an indq><nden' "'"" of "Jl'<rimrn's. nrorom .. <re 
sul>jrcted 'o ,h. <ame cOJIdi,ÍOfu aoo dmdri,ic 'l'i .... 
....,re ... inro with "'" N<urik Ou'growth Stoining kit (Life 
Te<:hnologin. Carl,bad. CA. United St .... ) following ,he 
m.anW'acture.- di,ectío,,", llriefly. r>ruron. pu,ed on gIo .. 
(."..r>lips w<re furo with l7 .. PFA lo, 30 mio " RT. ""d 
IX brigh' o=!!,,_fluo,<>«n' .Ir< Wll. odded 'o .... in lbe outer 
,di rnfmb",,,,, ourf", ... Al!.,. incubation wilb , background 
supp",.,.;.,., ,,"u'ion. ro .... nlips ....,r< mount<d on gla .. >lides 
with , jl<,rna""n' mountiog mediurn wi,h ""tifading agen" 
(DAKO. Santa 0.. ... CA, Uni,ro Slates). Der>dri,ic b,:m,hes 
,..ere .i.u.aliud wing • uic. DMlOOO microKop< uOOer 
<¡lifluo'<>C<Ilee iIIumina'ÍO<I (56S-nm .. cito'ÍO<I "".1 SSO-nm 
emi";"n) wi<h a 4OJ( obj«'i,,,, A minimWII of [1) nruron. from 
3 independen' "'¡l<,imen" wa> analyud fu, ... 1> condition. lh. 
numb", of drndri,ic 'l'ines. definro .. !hin protnuiom elIl<'l!ing 
from &ndri,ic p,"' ....... eXlending lTom t-.ro 'o five prima'1 
deoorit~neuron Wil> quanti6ed fo,. di> ... oce of . pprorima,dy 
20 ",m (rom "'" «l! JOma. Neuri« kn¡¡th •• oo . pine numoc11l 
,..ere quantili«l wi,h ¡mi!!"! (N1H. Unitoo SI .... ). Spin< &ruity 
ocros> aIJ "",uurol &ndritic "'l!men" ..... rH>nnaliud 'o ,h. 
kngth oí "'" primaI)' deoo,i" . 

Statistics 
R_ F"",her Spray """ion l.5.1. (R FoundatÍO<l fo, SMi>,ieal 
Compu'ing, Vi.nna. Au"";") ..... U><d 'o or...J)'U aIJ dat. 
froro in vi"" ex¡><rim<n". Normal di>t,ibutÍO<l in each da .. ><t 

~ mrrobo .. ted "';ng Úl< Sh.pi,<>-W~k normali'y t,,,. D ... 
....,r< 'e1Ied by OII'_Wlly anal)'>is oí '''1Ún'' (ANOVA) follow«l 
by Tuk'7 ¡>O>, "oc ...... D ..... er. eon.ídem:! significan' ., 
a '" 0.05 Icvd. Al! d.t. ""'.hown ........ n ± lSD. FOf in v,rra 
ap<rimenh wilhou, no,maI dist,ibu'ÍO<I w< .lid . Kruokal_ 
WalJis. follo""" by Dunn 1""t noc teR. Rault. are '"'~ 
'" m.-.n ± SE).\. 

RESULTS 

VEGF Mediates Neuroprotection in the 
Acute Phase of Stroke 
1'h<r<Ole eontrodict"'Y 6ooi"ll' on "'" neuro¡>r<>t<ctiv< <lf<et. 
of VEGF in "'oo. :\1"" of t1>< '<JlOned dí""""oc;" can 
h< grouOOoo on tiD><. 00.. 000 rou', of odmini" .. úon of 
<=g< ....... VEGF in """rol model. of otrok, (M.. .. ;aL 2012 , 
TOV"U_y_Ra mo <t 01 .. 2016). Bec ..... of this. w< fi, .. ""00 ,he 
elfed of odmini .. oring' .ingle bolas of 50 ng ra' "mmbi".n, 

• 

\oRF," ........ _ .. _ 

VEGF_A'M by Lev. injrction .lO min ofter "'" b<ginnins of 
,<¡",rfusion (FÍ!!1lR 1), ,he do.., was eh"",n ba..d on pilot 
ex¡><rimrn'>. and .1.., on • preVÍ<>U ... ooy u..,wing ,h., ,his 
00.. ""d m<thod oí """'inim.tíen is prote<:tÍV< in othe, modelo 
oí o<ar<><l<gm.ra'ion (To ..... _y_lIDmo ",d T.pia. 2011 ). Th¡, 
prot"",l was carried ou, ",inS a puI\<d gi... microcapin.ry 
pipe!!e 'o minimi:r:e l1l<'Cn..nieal dama¡¡< in ",de, lO prev<n' "'" 
oc,i, .. ,ÍO<I oí inllarnm .. "'Y proc ...... me,cly """"i.t<d with "'" 
¡n¡.crion pr",rour •. l....,nty ¡;'ur hou ... of!er "'oo. animal. 
w<r< .... aI .... ,ro in , S<J;" of nrurob<h.ovioral and motOT , .. ko 
to & .. rmine the kvel of neurological aI'or.úon. producoo 
by ,he .. rolce (FiSIlU lA). Animal. tha, Wff. inj«too wilh 
.... hiel< only (D.\I5O + 0.1 .. BSA, 4 ",1) oho""" a no,iceabk 
.....kn<>JI ond impo.irro tnO\"mrn' of 'oc bion«l ,id< for<limb . 
Th...., animal ..... ,~ ""ah!. 'o dimb a grid ond suppon 
thei, body w<igh' anJ hod • .-ic .. ble diffirulty rising ,..hen 
pl.aced on ,hei, >id~ plu. ___ of animal. had .-pikptiform 
""i.ur<1L mostly ,epr.o<n'oo by lOnic_<1onic con.w""ns. barre! 
roll •• 00 running fi t .. Strokoo .. ti al", d¡,piay«! l ign, of 
neuropathie ]lain ,.hen >tim .... 'ed by s1ighrly polclng the ,ff,,«d 
liara. Admini .. ra'ion of 50 ng 1IT0mbinan' VEGF at <h. 
beginning of repertu.ÍO<I .lid not imp'ow significanrly <h. 
neuro!ogieal debeit, prexntro aft<r .. ,""" aoo al"" foiled 'o 
p"",n' .. izar"" 

Non.<thekss. VEGF .lid m:!uc. iniar" voIum<l by .bo", 
20111. in eompo.rilOn 'o ,he group tha, .. ",h...J ... hiel< only 
(Figur .. I B,C). Mo,ooove,. I>furonal .... bili'y ...... al.., pre..,rv<d 
.. ,ewalro by ."'¡yting the so"",'o"'''''''1 "llion of thc pari<,al 
corta. in WÍlich -5K nruron. ",,,,,,in alive .. 24 h pos'_>trolce 
(Figur .. ID,E). Theref<>",. wilb lbi. <x¡><rimen,al ><t'ingo, "" 
foand a condi,ion in ,..hien nogrnous VEGF .lid produc< , 
pro'ectiv< impact on b,ain ,i .. "" ...nhou' transloting into .OOt<T 
n<urobeh.vioral ou,,"<>m~ at lb¡, u..,n time poin, Út<' .. roke. 

VEGFR2 Activation Hinders 
VEGFR1-Driven Neuroprotection Elicited 
by Endogenous Ligand in the Acute 
Phase Post-stroke 
Ir n.. been known fu, • long time ,ha, VEGF syn,h<li. ¡, 
ulJr<gubted b~ isch<mia immediatdy .ft<, .n ex¡l<,imrn,al 
strolce (H.~j <t aI.. 199'J, PUl< .. ;aL 1m Hai <t .1., 
1003). and ,his phen<>menon h .. al", been r<f><>rlro to "'CUT 
in humon pati.n" (1 ... <t aI.. 1999). lt i. ""1"'<'00 lbat .... h 
VEGF incrNS< i. ItK<han¡',ically involved in nruroprotedion. 
Con.id.ring "'" lugo body of <Vidcn« tbo, in.ol ..... VEGFR2 
pmieipa'ion in I>CtITO[lrotrruon (OWon ... al .. 21106: Tov;o,_y_ 
Romo <t ~L, 2016: G<i..kr ond Morland, 1018). w< >e' ou' to 
determine WÍI"he, VEGFR2 would be primo,dWly ,<>¡>on>ihl< 
for "'" prot<dion ""n 1><r<. ro, ,hi.>. _ odminist<foo i,c.v. 
11 nmoo of ,UI498 •• ..Iecti ... VEGFR2 inhibi,Of (Strowtl .. al 
1996).30 nlin .rte, !he beginning of ,.-p<rfusion ... .1 ..,aly>.<d 
,h. ov<raIJ etf<d' of th¡, p,ocedur< 24 h oh .. ",olre. Animal. 
in this g'oup display«! sign< of neurologieal d.ftc~. "",inly 
en..racteriud by ¡m ... ¡, of Úl< iniorloo foMiml>. 11""""",. aIJ 
animal. in <hi> group ¡l<rformed bctt<r in "'" neurological .. ,.. 
and .how«l significanrly f<_, aI'eratio", !h.n .. ti tha, ,..<~ 

J<;,,,,,,gl_'31_= 
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admini'1<red wi,h venide ole"" (Fis uu. lA • .1), Furthem>Ou. 
co_admini>tnbon of VEGFRl ""togon;,' tog"h<r with. bol ... 
of 50 n~ C''''I!rn<lU. ~~ni>t 01... rnul,ro in • noticnbk 
impronmcn' in nrurological funch"" ... compuoo lo mim.J. 
th .. =eiv«l vffiic!e aloo" bu, 01 ... 10 th. group th.. wu 

admini>1<red with VEGF. wh i.rh dispbyed be".,. ,<=Ven... 
( ~ipJ"<S 2A • .I) _ thu. poin'ing 'o. VEGFRl_in<kp<I><l<nt df«t 
driven by th. .ooogrnon> ligand 

Givrn 1M lack of • sprofi.: phormacelogic.J inhibi,,,,. of 
VEGFR1 ..... cmployed ,h< I!enaal VEGFR inhibi,o, AlIi,inib 
Iha, bIock..u VEGF ""<P1Of' Onai <1 al .• 2(04). Tbe MCAO 
group th .. ,,,,,,,i..ro j} nmol<. ofAxibnib '" JO min of ,h< 
beginning of ..-p<nu.ioo p ..... n'N Ua."m,.,N nrurologi.ral 
I)'mptoms d",,,,ibOO abo,,, th., , .. ,,,e foliow<-d by a IrthaflJÍc 
"a'" in "bieh .nimal. Wd o n ,hri.- ,igh' si&. Ao ",pect«!. 
inf..-ct voIum<> in thi. group "'l"< ~ .00 comp:u-abl< 
'o ,he ,,,hiel< gr""p (Fi~ IB,e. ZB.C). Fin.tly. bloding 
.u VEGFIU ]>KV<ntN .ny p,ote<'ion modia'N by ¡he i.ev. 
admini",.bon of crogenOUJl VEGF .nd ""imili d;,pLoy«l 

, 

neUfologieal impoi"".n" ch ... ""ten.tÍ<' of 1"8< inf:tIT'io ... 
(Fip'" ZA- C). lInin domag< >fffI in TIC ... ining. in this 
group "' .. <>f proportiom .imila, 'o th. 0IK"lI S«fI in ,"" <on" oI 
un".,.,oo group (Figw-n 2B,C). AcconJingly. n .... fOn.J d< .. h 
..... ,«Iue«l in the ""imal. lhat f<"C<i..ro SUI 498 .10"" o, in 
combin .. ion "ilb VEGF.oo "'" inc,....,j in ""im.oI. trut«! 
with Axitinib (Fi_ lD,E). 

CofT<lotinB 1"" neuro!ogic.J penofOlaf>(' ef animili 24 h 
oft", "fOU 'o th. ... 1<n' of b,:ún ,i....., damag< .!Iow<d WI lo 
dufly "W"l!"'e groups by nperimrnLa! ""atm<nl and dio .. ,hat 
bIocking VEGFR2 and polen,;"ting the ocbva,ion of VEGFRl by 
¡he adrnln¡"mion of <xog<nou. ligand. 011'0,,1«1 the be.t ¡"vd 

of n<W"Op"'I<rtion. oo...ly follo""" by only bloding VEGFRl 
(Fipr< .1). Thi .. n.oIpi. dio ... a "roog co".Io,ÍOfI of R" ~ 0.8747 
with. P _ 3.33 x 10-". n... ooIe admini.u-abon of Ihe exogrnous 
ligand. whik "iIl P'OI<d;-'''. don not .....tI, in • very dilfe",nl 
ou'come .. compare<! to .u lb. non_prot<cted expe,imentol 
condition>. in which _ eith<, oo[ , .... ",d animal. o, inhibi .. d 
.u VEGFRo (FÍ!!uu J ). 
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VEGFR 1-Mediated Neuroprotection 
Partially Involves M2 Polarization of 
Microglia With a Minimal Discernible 
Impact on 5ystemic Markers of 
Inflammation 
VEGF d~ 1M migration of macropohag< • ..,d mkWj!lia 10 ,be 
d.un.god CNS tluougb VEGFRI_mNÍ<I'N sign.Jing (Fo~, 
<1 .l~ 1002, H"",S <1 .L. 2011; ulli <1 01 .. 20lJ). lñ<TIf<>re. 
.. ." decidc<l 'o .Iudy whcthe, !he o><uroprol<ction ennro by 
!he pref<r<ntial octivation of VEGFRl would also invelve ,he 
modula,ion of n<W'Ointlornm.'ory P'<>«'>Stt We fi .. , u .. ....J 
ch:onga in inll;unm.,ory ma,1« ... both in CSF.oo in plasma. 
., 24 h poot_otrok W • • ",lyrul me eon1<n' of l l_l¡1. Il_4. IL-
6. 1L-IO. IL_12p70. IL_II. TNF-<I . CCLlI. I:'Fy. CX>Cll • ..,d 
MIP_I" with. mul'iplu orray fo,!he .. e)'toDnn in >ampln 
eolkctcd prio, t ranscudial porfumo. No.,., of t"" d<1t'C1N 
cytoItin"" in CSF (!L-!~. lNFy. CXCL_3) mowN • significan' 
ch' ng< ,omp;uro 'o the val""" ~ in ,he ""hk k _tr<.tN 

• 

group (FigOlH 4A). Li"'wis<. fo, mo>I of!he poripheral marXn> 
oí inlbrnma,ion ,ha, produe«l a ff'~ ....... urm,.n' in 
pluma. ,.. d>J not fiod clilferrne .. among expt',imen'oI groups. 
Ho.........". w< de,ertro with tlti. """y th., tite inn.,i,ion of.JI 
VEGF1U ,,'itlt Axi,inib blun'cd ,h. r<1<u< of po'iphe,al IDarX<TS 
oí infl;ommation [l_l!. TNFa • .00 CCLll . Thi. blodcode did 
no< happcn 10 ,h. JaIn< dq¡r« "'¡'en w< wl<ctiv<ly inhibit<d 
VEGF1U (FÍIIW'< ~B). Sine< W>dCf O"" npcrimental 'oOOi,io", 
...., ,..'" ",,, abk 'o n ... ,diablo m .... ""emen1> of peripbITal 
IL-I~. 1L-6. and TGF~. which h.,.e 0Cm proviowly iden,ihN 
as erolral play,,,. of tite n<uroinA;unrna'ory proc< .... that 
happon ;0[,<1' >trole.. w< decidc<l 'o ""al"'1< tite b ..... of 
tr"'><Tip'ion.J <Xpr<>SÍon of """" cytokin .. in whit< blood 
e"b eolkctcd 24 h .Jt .... mi«. v,"ltIt RT_qPCR orurJyo<s. 
w< d<termined tlw ,h<rt' ;u. no . ignific.." ehangn in th< 
kv,", oí tr..,ocriplion fOl' .,oi,"'" oí tIt<s< moIecul .. . , th< 
ti"", poin, nf O"" inv<>'ig~tio", ..,d tIt .. VEGF o, its 
' '''<p'O'' a r< 001 modillers of ,!xse molKU!a, "'.pon .... 
(Figurn4C-EJ . 
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Nulo .... Ioolcd ", ... lhoe pobriHIioon el microgIiol edl. 
... tht :&llti.inlbmmato<y ph.....,q<pt M2. wlúd> is boom 
10 0CC'Uf in lhoe 6 .... N h ofuor atroh (Hu .. al 101!~ 
For !lIi.. .... co-SUInOd bnm -""'" ro.. ti>< 1JÚcn>gÜII 
.... .u. tbo·t tJ>d 1M M! marUr ......... _1. StttingIy. 
rat"'l ... 1. ~ IookinK ~ wn< found 
... upono ..-¡i ...... t in ..... :&II.....u al H h el tran>in>tly 
"""",,na 1M com_ nrotod "'<ry (FiJ- S). In ti>< 
conucl MCAO group. """roglóo in'¡" J..ionrd conical • ..pon 
Iookcd ~ Kl'vaIC'd. mamly wilh .bon • ....! «Rular 
p~ .nd roundtd ...... buo <:&o '" ,,-~ be"''' 
lI>t uprusio<t of ~.I. VEGF.trn'cd ."imab. ""-vn. 
ohow«l Kl, ... lN microgl.. "'P'"''''8 ,¡,. M2 poIuú.atian 
.... .u. :&lid 1h" WI. al.., 1M oe<n.no in ,¡,. II""'P< trn,,,, 
"'¡lh 1M VEG~R2 inMbiw SUI498 ,..¡lh and ,..¡thoo, VEGE 
In lh. ca .. '" ."imab inj<c1cd wilh AIitinib, _ found 
few.:. ""1I .... 1cd microgli. 'll'rn<ÍIljI >I"]Iin ... -l .• _Jting !ha. 
VEG1'Rl bIoouu. allO mio .. "" 1M pol .. i..,ion of microgli. 'o 
,¡,. onll ·l. Ibmm.'oty phe...,.yp<, 

VECF Acts Olrectly on Neurons Through 
the ActlvaUon of VEGFR1 
In ,¡,. \ .. 1 ¡>.Ir! of ou, 0110.1,.. _ "".tyud wh<tJ" ... lh. dlúts 01 
p,tf ... nli>lIy .ai ... ling VEGl'RI ud ,b. r><o;roprDkCtion_n 
in tht ¡" .. '" modd of iocl><mic .. rok. _ ... dori....! from ,h. 
dj'«1 uunuLllion af """,,onal r«<J'1<>H. UlÍIlg ... iw ";!ro modd 
al cwlur<d cortical neuron. W< 6 .... drt~rmj....! tht n¡>raoion 
"'bolh, VEGFRl .nd VF.GFR2 in "'"'" cdIs. Fipn M shows 

,-.,.~ ..... _--I_--..., • 

-'.-.. .......... ---.,., ........ 
tht aprnsion el bath TRI(¡ 111 7 D1V, opocmc.n,. in """" .... 
E>prusioD of bath m:cpto>n is ...... in ..........w ........ .-di 
_ in nnui1n. n.... . .... l<Skd wbdhc-r 1M oddi_ of VEGF 
10 lKW"O<IaI euhum couW ...."... lINfOIU from no:iIoIoJ:icÍl}'. 
.,... el lho primory .....,h>n ............ r\yIng ........,...¡ d<>lh .mr 
iochrmia. For lhio. _ il'l<Ubot<d 1M lINfOIU ""'" ,,~, 

ronomln.tionl el tht KIuta .... I<fJÍC .... isI NMOA '" ~. h in 
tht .. ro< cult .... m<di" ........ ocfI <tUs W<~ sr""'" IOr 11 do,... 
A, tht lo ..... <C>I>Un1.-.l"'" ~ (1 .. MI, n<UfO<Ial dn.h 
j i _ ~rn' and in<naain¡¡ lb. con<:.nlralion of NMOA 
'o lO. and lOO IlM BrodWIIly 1n.ct.aJtd 1M kvd of ........,...¡ 
d ... h fFipno 6B,Cl. Addil00nel IOnglmL r<eombi".nl VEGF 
. «Iuc..J in abou. ~ tht 10M al rn<labolic ""1;,ilY in 11.. 
nruron.t ewturn. whidt .. Latn lo 11.. _ .. 11 ... .tlh eI.b. «,tI< 
and th.ir lUIVivab~ity. 

Evm thou¡¡h .h. Io .... r <on<<nl .. lion. al NMI)A ".1«1 b.r. 
dkl no! J'fod",,< a . ub.t.nllal d«rt ... al neu,onal viobillt,.. 
n<uron, ... poocd \o Ih ... ",nd;lion. dt""k>p«I me<phnJosical 
.ig'" of .1lUctuul d.ma¡¡c, .... inly ch .. ""I •• iud by Ikod.~ic: 
spine lo... Addillon ofVEGF 10 lhoe <wlU" modio al.., [> ....... "d 
thi. morpboIogic>l cb.n¡¡< :&lid pr ... ,....¡ '!li'" .Uuc'um 
.ttho.q;ll i. did _ modify 1M In>gIh of [>rimory ...... itn 
(Fi~<D m-F). Wilh lbcxnpo .. rn<nl .. w< ohoW<d lh. l VEGF 
.1KU .... 'rophic ....-..,.. "" "",le.! n<tLfO<U 10 oIlow lhem ... 
gro..- hnllh,. in cullun: and maU lhoem lo. tuS«plibk ... 
no:itOloIÍ<: doalh. 

FUlaIIy. iD "" indrpcndcnl ... alapmmmts. ..... I ... ..J lhoe 
rol< al VEGFRl and VECFRl in "n .... s 1M pro.owvinI tIf"" ... 
Strikinsf7. bIodi"ll VECFRl .aioalion by oddition '" SU1491l 
... rnWt.d in a ~1 inc ..... in ............oJ prot«1ion. 
wItido IOU fwtht-r pot<nló&1..J by lI>t co_odmini .. ~ion elVEGF 
(Fipn 6G). Br <ontru. inhil>il,,'II tht .a;"'1"'" el bath 
m:cpto>n with AIilinib puwnl<d .n1....,. lit. II<U/"Off'Olf<tioon 
nonro by VEGF (F."", 6Gl. ",.... rt"'¡lI .c-pIic>ted wd lhoe 
dI«b that _ dncribal ' ........ Ib lhor ¡".,.¡"' ....... L lh..-oIOro • 
pmyir>K !hal tht lD<Ct.ani<mo el ptot<c1ion ..... part .. 1y 
onrompom a dirK\ ¡""'¡""'rn<nl "'..........al m:.",.,.... 

DlSCUSSION 

S~ VEGF is a moI.a.lt .. ,lb pltiolropic .aion. tJ.., can .ucut. ;,. function. by binding a numbn '" d,If.~nl =.",.,.... 
,b. euct row of VEGF incfUttd urmo"'" ofto, Oll"<h in 
nrur"l'roIKIift n><eIu.niom, Iw bt<n lh. "'rt of. <on."'....,..,. 
Th. p,...,.;tÍDg i<ka on lb. dual .If«u ntfl«l by VEGF 
.I:lt .. !ha. tht domin ... 1 ""llono of lhi< I«>phic focto<, wh<the, 
n.Uf"l'roIKIift Of dctrirn<nl.t, ... <hicAy dicl:lt«l by th. ti mingo 
dosag<. ""d mul. of :tdminl.lri11ion in n~irn<nla1 model. el 
I1rob (Wiltko--Schnrid<, el 01 .• 201\ Gc, .. w •• nd Morl.nd. 
1018). Mo.-rov .... il 110. bttn amply okoc.ib<d In" u" ... i"" 
k-vd.o el VEGF In tht .my ph . .. kJllo .... ng .. rok. p"'''''''. BUS 
.tl ... lion. ""d a ¡¡< ... r.t ... ~ ¡hal úvon ...... odogtn .... l00n. 
lnt<rntingly, drlor.d ><ImlnistrolÍOO> '" VEGF l. """rt liUl,. 10 
rnwl in nnu"l'roI~ion (Sun ... 1 .. 2003, OnoIko .. al, 101)). 
<'Vm 'hough. otht .. 1>.>", abo rrport<d 1M prol«1'''' tIf«\ of >ti 

... Iy VEGF ¡-<.Y. odmin"'",lion (K.,.. .. al, 1005). 

....... I __ t~'_, 
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In th. b,..¡", VEGFRI and VEGFRl ar. lb< ""'SI .XPIT""! 

«<:<¡}to.-.. with VEGFRI '¡'ow;nl! a high<, den.ity iD nruroB' 
(rmg '" .... 1003: Du .. aL. 2010). x. .. ral r<porl> ha". 

" 

b..n publi>hcd 0>", the Y=' indhtiD8 that VEGFR2 ;. 
th. ='1"0' p,.oominan~y , .. pomibl. fo, ,",uroprotffliv< 
octions. lIUiruy by driving pro--rurvivaI .ign.Jiol! m«li..tcd by 

....201~ 1 .......... '31_= 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

ANEXOS  169 

  

""""'--- .... 

B 

. .' 
" .... 1 ... 1 

.~. 

VEGF 
SU1.' O 
.... 11.,;., 

_·I .......... _' __ ..-___ · ~.......-.-_-"'-----_ ... __ """"'_ ... "'<fll' ... IoRlffi2M· ... _""_"'- (II) ........... ..-_",.o.m-.-..,aI-..._'" _",",,",* __ al""-DOb-o.h_lO_ ~ _~_"',.--,~!BOaI __ ..,...".. • . ICl ___ _ 
aI""""""..,..._.,....-.. ... "'"~ _ _ "' ....... b- .. ,, _ ........ 'O_'o'E<lf._.., ___ ~ __ _ 
.. _"' ... ...-_al __ ,,""· ... _200_ R __ ~aI .......... _"'-.. 
........ _.aI""-DOb- 20 h ___ .".,...., ..... IoElF_ .......... _al ......... ___ . _"' .......... 
,,~_."' .... __ on ........ &..- .. _lO""'~aI __ (El ___ fi al .... __ 

" fDI.Eod>.....,., __ ... ___ ~ 8EMaI .... _al."..".......-~ __ ............ ·ICII ........ __ ",. ... TT 

--.. aI ___ ., '00 _'" N.II>O. .. 2. h_ 'O,....,.... loElF __ .. ~.,.,.,....., _ 2 "'" 9.1,,"" _"--" _"'......, _~_ ... 
..., ~ >EId aI"- _ _ •. 'p < aoo. "p < 0.01, '''p < O.(XIl, ... ""p < O.(XIl1 .....-'" ""-DO"'" _ "p < aOl , 
"'p < Olm .... .... p < 0.00:1, ~., ..-,.".." ___ '" """ pooI""" _. 

1'l_3KJPKB ..,d ),lEKJEn. p .. hwaY' (Gr«nberg 000 ¡in. 2013). 
He .... w" f<>l1l'od thal the prfl'o,-.,ntial activalion of VEGFRI 
by me <ndoilmo", lig.md promot .. nour<>nol prot«,;on and 

" 

prevent> ti,. p .... n .. lÍOll of t.rge rolume infa.rcu; thi. io 
highly c"""J.,ro with net;r%gical perform..,. • . Of 1>0,,". the 
cOl\CUlTml activation ofVEGFRl p,""'nt. mio <ff«t. n .. n in the 

JUt201~1""""1J 1_= 
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P"O<IlC< of <xc<s< li¡¡ami Striltingly, . u.ch prol«:tion .. ill happro. 
.. th. «llulM kvd, w¡"'", n"""". a:r. 001 .. prolKlro ",¡"'n 
ehallrngro to NMDA_iooucro .. citotonály by Ihe orti,..tion of 
VEGFRI ifVEGFR2 i> bIocked. 

VEGF aIo..g wilh ils r«eptors 1 and l .... tranocriplionally 

UP"'l!uJat<d foIIowing .u""" (Haraobi".J. 1'197: 1 ... ~t oJ .• 
19'19: PIat ... aL. 1'199; MIni .. al" lOO(). Hai <1 al. 2003-. Slo ... 
<1 al .. 2007. 20(8) in a Iong_loo'ing f .. hion fZhang n u .. 2002). 
through 11>< ... hili .... íon and oubscquenl hinding of hyporia_ 
indudhk foctor 1 (HIF_l l 1<> th. hypru:io ",.pon.., d"m<n' 
><quen" in lh.ir promol ... (Fo .. yth< <1 :01.. 19%). Al..,. Íl 

h .. h«n ,nmm lh.l 'xog<nous ""mini>'rotion of VEGF cau ... 
11>< upr<gUl.a'íon of VEGFR 1 and VEGFRl (Krum. <t al, 2008). 
Cellub, di .. ribu,íon ofVEGFRs mighl b< k<y in und<n'anding 
,1>< Il.'lIlporal rq¡ulanon of v=ul .. ur • ..!apt .. íon. in !he acule 
ph ... po,,_>troke. In ,hi. ''lIard. th. apicobasal Ioc.liuuion 
of VEGFRI . nd VEGFRl i. dilf.r<n'. wIw .. VEGFRl i. 
p,«Iominantly <xp,....ro in the N.sal .id< ""d VEGFRI in 
the apicoJ pok ,h., p,oduc<s a dilfá.n'W .. opon .... hen 
the ligan<! orto .. ,he circulalion o, the parrnchymal .id .. 
of .... do<helial «U. (Hud"", ct al" 201 ~J. It ho> uso h«n 
,eponro !ha, the ap,.won of VEGFRI Í> uprq¡ulotoo whil. 
VEGFRl i. down"'l!ub'ro in .ndolhelW celb f<>llowing hypoxia. 
whkh chan!!", Ih. VEGFRI,VEGFRl ,..,ío allering th .... hi"",,. 
, .. pons<s on c..u viobility ""d '<=>"<'1 (U\y>n et :01.. 2011). 
It i. al.., impon"'" lo PO;OI out !h .. th. affinily of VEGFRJ 
fo, VEGF Í> abou, 1 o,de, of magni'ud< high .. ,h.., !he oo. 
fo, VEGFRl (1<." 1_10 pJ,t fur VEGFRI and 7'>_250 p),j fo, 
VGFRl) (d< V,;" .. aL 1'192: Fn ....... , 10J.l, Shibuya. Wl6). 

A1thougb VEGFIU ]s aprnsro in the . dult .. , brain ( H"" 
.... L 1011), w< miro oul the participation of !hi. r«~pto, 
in th. r>ruroprotKlion ....., h ......... n whrn il can abo b< 
inhibrtro by Axi'inih. bec ..... it oo.. no< gn .ctiva'oo by VEGF_ 
A (OUson n:ol.. 2006: l.<pp;in<n <1 al. 20IJ) .oo its <xp ... . >ÍOn 

i. primarily ,eotrict<d to !)"mpnatk ."dothdial un. (Iljm ri:ol.. 
2001). which ha ••• ve'1 Iow ,<Llti", obund..,ce in !h. b .. in 
(Lou ..... uct alo 2015). 

Our ob...rvalíon. k..! 'o ,<alli.rm the cri,ical rol. of VEGFRI 
in the .n<Iog<nous n.uroprotKlÍV< mochani"". <li<i,oo after 
i",hemi< in.uI" lo ,he bmn. In thi. rrgard. i, i. known!hal ,h. 
d<kticm ofVEGF_Il. . s¡>«ific ligand fo, VEGFRl. producn 50"­
large' inf:ll'Cl> in mi« wh<n whj<clro 'o the penoan",,' ocdti5N>n 
of 1M MCA in romparison 'o WT animal" by inhihitóoo of 
opopto<k <X<ru,i"" .. mokcuI .. (Li .. :01.. 1008). Pro,rin analyoó. 
id<Olifioo • • ignincanl inano< of VEGF_B in CSF ... d ,be 
i"hemic h.mi",h" ... wi!h iocrnsOO VEGFRl .. ,ivalion !hal 
.J.., com:lalOO ,,·ith 0J1 inc, .... in A]¡t ¡>bo.pboryLuíon. wh.""'" 
0J1 ioc"" .. in VEGF in th. conlralaleral h<mi>ph .. e corrd. t<. 
,,·ith. "snifica'" incr .. ~ in ,-uruIar den>Íly 7 da)" po .. _ .. rol.:< 
(GlW1ri :01.. 1010. VEGFR 1 ."i ... .,ion in pel'Í<)'t<> promo'", ,h. 
forma'ion of ... bl< n.w .,",,,,1. in o m« hani>,ic way independm, 
of rndothelial .. n" ..,d U"" .~ghtly " 1<nua' ro inllamm., ion 
when odmini>t ... ro in lhe .ub_aCUI< pha .. ~'_"'oke (J<&Il 
l."¡lit"" ri.l. 2018). fn ,his ........ ;, ha. al.o b.m .bo"", lb .. 
PlGF. • 5p<dfK IigaOO for VEGFR 1, i. Ih. most .ffidenl p romo< .. 
of angiog<n .. i" whkh produc<s matur. non_laky ncw .~. 
(Lul1un n .1.. 2002: G.aI <1 alo 201 J). 

" 

n.o dired VEGFRI octiva,ion in ,,<uroo. miglll be • 
m«h..,i>m mor< remn' th.an promo'ing he,hhy ""H;O¡¡' ...... 
(Ponen ct a1 0 1008; Dhondt n a1 0 1011: IIh .. , <1 a1 0 1018). In 
thi. rrgord. ~ Í> no«..-orthy th .. VEGF ... oda' ... 1<> IJ<'Ilron. in 
infard :rnd p<ri_inr. rct br:ún region. in . non_human prima1< 
modd of ",role (Sto ........ 10 2007). and iot ..... ingly, . uch 
"""",Wion can .. rn be more .. kvan' ,h"" the interactioo of 
thi. growth facto, wilh ost,ocyt .. (Shen .. alo 20IS). Ou, ....wl" 
ho_ve" iodicate !ha, aIl the .. oruroprotwiv< m«:h..,i>nu 
driv<n by VEGFRI a", oupp .. ""'d in ,he !irst hou .. folio"';og 
"role by the octiva,íon of VEGFR2 . n.o .xa<' m«h",,¡mu 
un<kr/yinB ,hi. ph<fl()m<oon ar. no' fu!ly e1ucid.t«I, bu, ll><y 
migh, inmiv. ,n. "'I'I' ..... ion of ""doplasmic .. ticulurn "r.". 
ond .popto>Í. (Fe"!! <1 al" :roJ9). 

VEGF h.. "'ID< inte,uting ,ole. in rq¡ulatiog 
n.uroinflommatioo. It has h«n..nown ,h .. macrophag .... p"' .. 
mo .. VEGF in '<>]lOns< lo di .. urhaoc .. in brain m<tahoIk 
horn.eomsi" .. p«ially ... pondios 'o dcr .. ..ro g1ucos< 
inc<><]lOr>.tion (jai. n al .. 1016). ""d mk'<I!!lia in chronicUlr 
otf«t«I rrgion. of CNS upr<guia .. th.i> apmlSÍr>o of VEGF 
(NikOO."""", ... :oI.. 2(14). How<v.,. 00< mueh Í> mown about 
th. involv",o.n' of VEGF. o, in ,«<¡>ton, in the poIari .. 'íon of 
macrophag<slmicroglia und<r ioflornmation. In« .. "ingly. 1'<'1 
'«:<01 <VÍ<knc. indical ... Iha, ,n •• ntiangiogmk VEGF iooform 
VEGFl .. b Í> capabl< of bIodinS VEGFRI pl'Ompting the MI 
po!.ri ... ,ioo of prripl><,..1 mocrophagcs (Gua .. '" al, 1019), 
although it i. mown !h .. !hi. fono ofVEGF ho. n<uropr01<ctiv< 
.ffrrt> in the O¡S (Ikuky_long <1:01.. lOI3). Al"" M2_polariud 

periph<ral rnac,oph,S" in cul'ur< . re mown '0 UP'<gw.l< 
1h<Í' VEGFRl mR.'lA .. pr ... ion (M.lton '" al. 2015). which 
io mic,ogIW celb could bd lo ,he inhibilion of lh. exp'<ssioo 
of the ... ,."ns<, m:<PI0' A f<>llowioS ",oh (Xu ct :01.. 1017). 
\\r,th ,he d<1.rmination ... rricd oul in lhe P""""l >loor. w< 

""'r< unal>1< 1<> obtain r<li:obk ",adinl!' of ,1>< k",l. of JOiubl. 
mediaton of inAarnmatíon pourro <>ti CSF."d pIa"" •. I>ow<V<f. 
maoy of th< .. marl.:<B, liIt. IL_6. ha"" h«n di>,q¡ardoo .. 
import..,t p,roictOH o f ,1>< ou\com. (a.rk Woyn< ri .l. 2000; 
Wonhmmn <1 al"lOlO). Noneth<b .. ..... rould m.ract .. i><!h. 
o ..... aIl ,.,po"", of microglio pob,ir.ing lo the onti_inhmnutory 
ph.notyp< W><k, ,h. <>perim<ntal rondition. th .. aIIo .. Ih. 
""i,..,ion of VEGFRl. Mor< <k'o~eJ analy ....... ''''Iui,ro to 
charac,,,,i>.< """" , .. pon ... at ,h. mokcul .. aoo «UuJor kl'd~ 

CONCLUs rON 

W. found lh:" lhe activation ofVEGFRl in the fi, .. ho ...... po>1_ 
"""'" ob .. rucl. rndogenouoly-.:odro n><chani"". of arbptatioo 
lo injury io th. b,ain. W. propoo< b ... the .. ¡>1m« of 
o VEGFRl_m«lia,ro anlagoni"" of VEGFRI. whkh h .. no! 

b<rn ... ponoo pr<viouoly. ThÍ> ptlK<<> W<>UkI roo>1~ute • 
fund.m<n,al mcrhani"" of """"srnous <>p<",tion. Ih., dril'< 
"".¡>tive «opon ... in th. brain . h .. mol.:< tbol Í> wonh)" 
01 furth .... ¡>Io""ion. Our ....w1> .t.o Itr<ngthm lh< "",ion 
thal VEGFRl bo •• critkal rol. in n<uroprotcrlion, and lhal 
",<grung lhi> """pi'" wouId b< "",fui a l d.....Joping , .. 'on,i"" 
th.rap;" fur >trol<. 

....'!"~ I ........ t31_= 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

ANEXOS  171 

  

COo>o __ ...... 

DATA AVAILABILlTY 

The d," ...... u.oo ""dlor ""alyud during ,he current >tudy are 
.,.,.¡Iobk from !he c<>rr<.ponding author on r<:.sonabk '<quest. 

ETHICS STATEMENT 

Thi ... udr w: .. c .. ri«! ou' in :OCCO"bDC~ wi,h!h. Mexican la,. 
ror !he us< and ca .. of Iabor."<><y .ni"",l. (NOM~l_ZOO_ 
1999) with !he awroval of!h. [mI~u,ional Animal Cale and U .. 
Commiure (ClCUAL_[FC_LTR9J_ [6). 

AUTHOR CONTRIBUTIONS 

AC-R and LT·r -R coocd.ro !he ¡lro;ro and d .. ignro ,he 
crp<rimenu. AC-R conducted lhe in vivo <xperirnrn's. wrot. 
the R_boS«! 5<,ipu to proc<ss do, .. and carri«! out .,.,istical 
""aly .... YH_ R crOM_valid .. ed ,he nrurological .......,.,mt~ 

ANC_R and AP_PcoooUCIed Ih. in vi/J'D .. perimrnt~ IlR_H ~ 
r<>poru;ib!e for confocaJ mkro.<opy ocqui.ition and . nalyxs. 
AC-R. ANC_R. YH-R. and lT-r-R :maly>ro ,h. d.ta, LT-y_R 
VlTote ,he manuscrip'. Al! autho .. ",.d ""d approvro ,1.. final 
.,..,mon of!h. rnan""ript, 

REFERENCES 

.. m.,-....... N. ' .... ,. ¡dW. T .• H .... , L p. o.r..:h.~. ~ c. . ..... 
(lOU) ..... GI'-.. ,.,.. ~ .. ~ .... ...-. .. ..-. ,"""'" d 
• --.. --.. -'" 10<>00 A .. _ ...... ..uro. A .. /. _ "" 

011-".. ti 'O.'.'~.lOlH"JIJ' 
__ "'- c. y~ G.. Non·_ F. l. CaoodIo- ..... "' ........ 

, .•• Gi.I. V.o< ... (nw;). oww,.",,_ .....,.. ...... _ 
."'" " ........ Joco! uuI. .. -.... .. _ . &n-. ,. __ " . ""_" •. .... ,O'J"'~., __ ~ 

a..k w."". M.""'" üoo. G. '--Nw.u. ... H&uI. L. ..... l· L. !.knuI 
_. J.I.. o< al (lIDI). ~ d .. uk.bn .•• "', ........ ""' .......... 
_ Joc",_o! __ """" ___ SI_ JI. ,,,5--,,,., ...... , •. 
U6'/O' snt.J' .' . "', 

'"' V_ c.. Eroobo.io, l. Jo.. Ihno, "-. _ "--_.~ N., .... W"_l.. T. 
(,"").n.,r..,·tw_D_ .• _ .... --.mOOohdioIpowtIr 
¡«\oc. s.-. "5, __ " , ..... 'O., 'M/0<i0a0LB1" .. 

""""'"" l. __ o K. , .......... Jo.. N..,Imo. L. ~ '. _ K. 

" ... (,.,"~ NrumruJ fLT' ""<ptoc ...... _!;po! "E<""'-"..-. 
_ ''' __ """"'_ d """"1' __ FA.SU /.'5, , .. t_ " ,," .... , .. ,~,O-,..,... 

O"'H ..... '._ y ..... W .• _l.a.m. H .... oLUO'O~ v__._ 
-'" r.oo. '"""'"'" ... .-~ .. __ .6cb d .-..-.. 
-"'Io<>oom .... ritro ___ ..... 'm.'_I. .... ".'0'''' 
j1N_.""O-"",-",, 
~ M. !lrnro>o. N .• W_ "'-'. v.n... z.~ ..... -... O, "­

(lOU). Od.o,... WGF tr<_ ""' .. :r, _ ..,¡ ,.,......,. "'" 
~!oc. _ ",ol:r. r .. .,¿ "' ........ . . , .. _lOO. .... ".'0071 

,'291'·."·0"'·' 
_, .......... L.I><bw~ '_L. 1-lood.1. O., '-' l ..... a... ... 

D. A. U_l. ___ fe.- Src km».. <briro .... GI'--.,¡ 

_, ........... ,...-.,.. Mol. Crf/ 4, tl5--.,.. Jo< '0.'01'" 
"097_,;","')00'" X 

..... ~-Q. , __ ' .• Y. üo. ~· X. a.m. y. x.. Il. Y"", '-- ..... (1<Ito). 

VEGI' _"" .......... "' .... 01 ,rlM:m"" __ ._ .... ~ .... _ ... .........-_duoo·_ ...... ___ _ 
<l, .. ,_'"'- ..... 'O-'l4SJbpb.~II·OO<l.I 

" 

--_ .. -. 
FUNDlNG 

This w<>r' ""aS .upport.d by lhe I'rog=n. de Aporo • 
PrO)"<to< de [m'atisad ón e InnovariOO T«nológic~ Dir«<ión 
G<n. ral de A:Rln' OS del Pcnonal Académico (IN226617), 
Con..;o ¡.;"acion:ol d. Cirnc" y Ternologia (CO:--.iACYT; 
CB21954lJ1J¿1 9), &Ild tho CornrnÍlI<e for Aid .00 Educal.ÍOn in 
¡.;"eurochemi>t'Y of!he In!<m.tío""l Socio<tr for Neuroch<mi:>t'Y 
and ,he Jnt<mu íonal Brain Iln<:lrch Organi ... 'íon R<lum Hom<' 
I'rogram (W14) ~t> to lT-r-ll. AC_R. A¡';"C_R. :md YH ·R 
.re rffipi<nu of doc' oral Khol. ,-,t,ipI from !h. CONACYT 
(280966fl Tl66014184 7 J). 

ACKNOWLEDGMENTS 

w< th.ank r.irn~ Rog<ro RiOl rOO" hi. con,ribu,ion with microglia 
immunolluor"",<""e >t:.oining>. Cridi"" Mond. F .. "'tro rOO" 
administr .. i.,.., ""is'anc<. Dr. lauro Ong.y_lario. for h ... exp<n 
.id with RT--qPCR, and Gabriel. M<n""", and Dr. Edd. Sciutlo 
fo, !h.ir helrful .soistance wi!h the MAGP[X 'l'st<m. AC-R 
condu.c' ro ,hi. study in ¡>mía! fulfi llrn<n' of!he m¡uir<m<nu 
of ,1.. I'rognma de Doctorado ro Cin>cia. Biomédic •• of 
Uoi .. ."idad Na.donaJ AU'ÓfIoffi;l de Mh:ico, 

_.~ N. (>004). ,.--t .. mdo<brIrol powtIr ro<"", Ioouo: """'. -r -.,¡ 

......... EU:>a-...... ","''''11. <D 'O."'0I".2O>J·GOV 
_ . '. Urri ... L. .... "'_ 1. (lOO'). v ___ mdorJxIUi 
-'" I0<o0o- ,~ -.;. .... ~ of mraocIiol ..... /. . __ ..... m. u---. .... , .. ,o,,,,,,"'_"1I(0')IIOm· • 

..... ,......¡. Jo.. Ii-.B.H..,,...N. v_ A_". "'_~ "'_ Kooo. Il D_ ..... 
('_, . .o.run_ d -.w m&.<hoW ¡p-owtIo 10<100- ..... "'_ o,-
h,....;..·'~ _ ,. Mol Q/I _ '~_""U ..... '0.1'_. 
t .... _ 

G.al.1l '. "fu:ondo. T. A"""""'. A. ~, ... HonoI--. '.l.orbla. G.. 
.. oL UO!J~c.om,..ruon d ........ powtIr r""",", .... __ bo ... """.a. 
......... .......... fad.:. .. """"caodOd.r. .. r..cm...--.d.rwoborL Bó..J Ill. 
... .......... , .. ".,_·1<1"_0'· .. '''' 

e ...... V. c.. 0.0;, "'-•• _, c. L. .... """'" •. H. (lO"). 

A_ VEGFl65b ' ......... ~ ............ .... 
"oo.w • ..,.. ... ............ ....,. _. a ...... ')9, ll6-"l . 
.... , ...... /CtttctJLATtONA""-' " .OM'" 

e_.~l>."jMorloa.l.C. (1011). n., "" .. r..,dVIOG'" orok , •. ~ .. 0I. 
'" , .. ,,,,,-do< '03 __ .... '''''' .. , 

c.r-. l. """r. M. """"', (; • .,.j _~ C. (,..,.:¡. o.-;p. .... 
___ .......... d ,«_ ...... '" Iri>o", _.. .p ' _.60. 
_ .MoI....." """'''.'m_'''' ..... ,0"", __ , 

c.r ......... o. A. ono:IJ;" "- (1<I"j. \' ....... ~ -'" fO<O<:n (V""",") 

.... """' .. Crd Mol. "'" '" "" mJ_"". doi: '0,1007""""-0"· 
1111·' 

e""" w. -..tb. P. L. ""'-'k. A. Goc ..... >1._" A ... &¡uI, Jo.. 
..... (1<I,,).\'or.ooI...--O'-_.""""""_ ......... 
......... 01 \'EG ............. _~oIO<r...,..-.r_. 

'w o...01,.",-doi, ,o.tm¡¡-n.l __ .oo"", 
..... r. ti, ~·T .. LiD. Q. _ Q.-G .• "'" •.• .,.¡"... "'-·X. (JOOJ). ~ 

mdo<hdUi .."... _ a,...... .... ___ o,- .tu",'" 

""""01 """""_ "' "1 boa.. '~""""''"' 53, .. J--9JI>:_ 
970--0" 

, .. ,...... T ........ K. -.. K • ...r ,..,..,.... Y. U997l. .. ,..r __ d 
.--.. ~ powtIr 10<>00 ..,., "l'ff""'" oIO<r ,,"'_ ...... 
""",,~.....,.oaIaoiooo .. ,,,,- _,..", .... 10# .... 'O ... "",_.!!. .. ~ 

J<;,rotgl_"I_= 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

Alfredo Cárdenas Rivera  172 

  

'- y. SIuo. •. ·1 ...... "- l . a... I.·S. Puio.I.·M .• a.... ~·K .• " al (>O,,!. 
Ilub-k_ ..-~ ....Jodo.dioI rowIh fO<t<>r .....- J!Rt. "'NA .. _ n' ,mInI......-.,- ¡. a.... N ..... __ '-', ...... <10< ,o.,.,"!. 
i<hoonnL>O"-"'''''' 

K ... X. ü. p. """ Y. W_ K . "'-. L ~. a.m. s. .. al (lO"). 
Mi<~poI.Wtioo.....-., ..... __ ..-_ 

__ "' ... 1ocaI "' .... ~ 'odonoiL ....... <J. 1OOJ--JO", . ..... ' •. ""1 

ST1lOI:>:AHA." ,-"""" 
K ...... H.. ...rn... L . ~ !.-l'-. '-r. G. IL. md ,_ .. A. (>OB). 

"EGf ,,"..- biocUol< ....mty ,«lo«. .-rtNI """""""'~ 
;.í,knooo _ Ioon·;"'¡",o.l ON. PW-"'" ..." .... .D, '0"'""-"'" 
...--""'''' 

K ........ N . _,,,-" • ..n..-. "- K .• .....,... T. c.m,ua. M.. Odria. 
Z. K . .. .d.(lO,n Dllkrmliol ~ nGF Ii.¡aijq It,IKIlu lóooo;I. 

"""~ """'"- v... ".. JO. """'.<10< 1O.,.,,,,.k.uI-"""""" "i' .. X. ""Ihuom. "- l. UOTm<'. -"- c.. _ole M. Jo.. • .-.. M ......... 
l ...... ¡""'I ). V!"c.'OJ _ """' .... ' ..... ...., ,_ md "-"'" 
~ FASa J. 1'. '0>&--10'"' <lo< '0.'......., ...... """'" 

1 ..... T. """'- M.~. "-. -... F. "' ..... A • ..-. . . .. ... 
(>D>I). 1 .... _ ..- nocoIu mdoIhdUI ....... !o<u (V"" l ......... .. 
,_ ... ,.-.1000"- mdoú>riUJ ___ """"' .. '- ........ 
md _ .... ..-___ ........ ...... J."""" 105, J5---'''-
<loo> 1 •. '0'.."...,'·....0(10) •• ",,.; 

101" ... T ............... w.boIw>. W . ...... B. "'''''. A. md f-. S. c. 
(>o'") . S<ImanoVIOGI'-~_ .... ~dl«tof~ 
tn_ "'" .~ local unt.~ ""","",. N ............... " . 
' ___ 10;0.<10< 10"00'11.11"'·011':'''''''' 

, .. , .. ~. I. _ . T. ~_. "'l.CMu.a.I .. ond "_. '. U_l. 
"~_"""'_ond .. ,~.m ... "~""K,,,_ 
olla ~ .!mU. '''. IR_. "."1·'''' . 

..... Jo... SoIao. M.. ku,. K. a.. ........ ~. lIriarioId<.~ IL. n...oo.. O .... ... 

(>O, .). Mydoid·odI-dmooJ VEGf .... ""'''' bn;o ti- ........... " 
__ _ """" 'o ot..ut,-. Q// "'- .. , .......... ' • . IOI"l~d."'I" 

no" 
,... !rlIbn<, N . ............ , . .. ond n..a. A. ¡ lO"). __ ....Jodo.dioI 

..--,,,,,,,,,,,.~..-. ... .......-..,....--,,,,,,,, ¡"...-- .... _ .. _rio_~..-_ 

__ ·1 . Mol ~._ ''-1<!!. ''''' <lo< 10.'0071,''''-'''0''·'''''·' 
X.,.. D. c.no,.OuIomu. T. Y_ M. _. N .. ....,.... ... ond ",..,., T 

(""" . VFGF ~ bo ... _ foco! __ ''''''''''''" biood· 
K .. """"_""""' __ .... _~.J.c..6._ 
""" ....... "-" U . l 110.<100> IO.WW~'" 

......... v_!.. PoR. "- w .. onda.", .. (>011). 1 ............. vrr ............ 
~ _ ... ,,-..,¡ K'" _D(. ... _ iofurt _ . iD Iu¡o 

"n'¡.~ ~'n -.. T ..... "",.., .... . , 5<0-><1. .... '0.''''''1>1''';'_ 
. "·00;01 • 

"'-1· .... M ... N.anol_I . M.(:!OOIJ!- ...... '""~VIOG. 
"' ....... lIt_1 ano! !!k.' .. .....,.wmd ..... oIa< ~ oiIn bn;o......, 

Eq. Nn=/. m. '00.-"1 ..... '"-IOI"i~~J.o" 
l.dli, A. env.n. A. eoo... c.. 0...-" c..."" <lo~, c.. c..-. ' . 

..... (>OU). n.. NA""" aDoh ...... ,,........ V"".'KY-,.·-""¡ 
",.,,, .. Ii~_md_,,,,,_~_"""-~ 
.. ti.. ~ """ oi .... _aubnl '""~ a;, ", ''''_1'''-
<lo< I •. H"" ..... """ 

.......-.. V.·M.. .......... , D. "' .... K. "'- Jo.. ... !<IId. ... -"--. 
A ... ~. (>om _~ ond ~ ...... _ VE<;, "" .... ] 
¡; ...... biod;,,¡""'oru."""'- """.N.tI. ... ..t S<i U.u. "0.1 __ 1""'. 
<loo> I"-IO"IJII'''''-''''''''' , . 

ü. V.?lw,c. ' . N .... N . ...... z.~ ~._ . . . .. 01.1"""). V!"c." 

" _ .. _,"" VE<;F.·'_""'"'-.... _ ........ "" "'_ .. 
"''' ....... ..--. ....... ""'. ""'- , .... l. a.~ _. ,' .. ' U_'H doi, 
' "- II7""'J1<7) 

1.0 ... f. Z. W-. •. L. Cad-.'. ""'......-,"- I'_'- ........ W. 
.,.¡,s,"" ........ ...,...rn....o. _,,~ .. ntL_>O, ...... 1 

<lo< l ... " , .. , ..... 1<l, ... 
1.0 ...... A. "'""". L. ....... T.~ • .ro...1. D • ..u.-. .. J.."""'. l. D ...... 

(>o,') . ... """',¡ond--.,¡r. ........ -..¡ __ ...-.......-

....do. ."..",. '''. m_MI . .... 10.'031/ ...... " .. , 

\oRF,".....-._ .. _ 

'-IL. 1jwo, M .. m.! ConDdid. P. (100' ). 1'Ioc.nU"-_ (PlGI'1 ond 
' .. '~FIt·I(\'EGI'I·I},."..¡""' __ ""_ ............ 
A ... N. T .... ..t S<i. "". 111>-"- .... ' • . IIII~." .. · .. ".""'H¡,.,.."' .• 

"" Y. :z.d.orioh. IL. (lo. T. ond """""" D. "- (>OU) . ...... O/~ 
~~..- _ .. """-'~. l. ~._ .... .... 1VJ--I .. ~ 

<loo> IO.IOO1/ja<.lJOII 
Muti. "- 1, H.. ........... M .. .... A. x-. H . ...... M ..... t. " • 

..... (>1m). K",w.·-.,¡.....w~..- _.....-­

.......... .,.,.,.--....._ ... """'.01 ,d-.. A ... / . ....w 1"- toJ-­

..,., <loo> 10.10''''''''' ......,.,._. 
Mou_ ............. " , C .. _ . l .• ano! __ IL IL (I",~ _.01 

.,.Iiioo .. "'~.........,oI .... "''''' ....... '''"--oI-.-ond ...!o<,,_ """"" .. , ... _ .. ~...,_ .. ..-01 
"',;,-"""" .... SlrPI< lI, 1l.!5-1111,_ llll-Ill"-
~,L. c-...... o,. An ....... D" ond Al ..... "- (1000) . ...........,. 
,_ .. .... '" K'" .. ~ .. "*' __ ..- _o-<<Trt.aI 

....... ",,,,,,,,- ~ ",...-.. ...... '''. '"'_" ...... 10.10'_.:100' 

Mdooo.. D. W" "''''- L M. Gdó<-'. l. Jo..~. ond-....... •. "- (>01>1. 
T.,..-.I ~ iwoo .. ""'-01. ,..u.;.oo _mrboo<o"";tm. 
A __ ", ... ",_",. doi, 'OJI.,. ... '~H.lO'~IO"". 

M ..... L D. """"-'di, M ............. N. (2000). A ..... _no""", 

_ ............ .ru..600 ..... -. "'" doro,- ""''''''''"'' "-'=>11· 
'IftT·I . J, ...... a.... ""1 . "''''''.<100> 1 ... "'4/jIK ........ ,."'" 

N_M ....... .. , L. -. ~ "- c.. M-'C. S.ond ,.. ...... 1.1. 

(>O,,) . ... ,..¡ bot ... """"" -...... """"' .. """"" ............ """ 
iuoI< Vf.Gl\"*"",,' ""'_ ""'_..--.",-" .. AL'l,",~_ Da- ... <J_U .... 1"-IO,o.r¡.-.uo'~II"" 

Oboon. A._~ .• ~ A. ""-,, l. md a......·Wdoh, L ("""l. V':Gl' 
'"'..- ............. """,01 .. ....--01,,_ .. __ . Mol. Cdilllol.'. 
J"'_'7I. <loo> 'O.WWonolt1 1 

Po<t. l . ... a.m. K . H . W ..... 1_ ><-l. ~. 1L..."j ,'""",- N.U_l . .... _ 
..-_. _"-,OKOd.-molothdUI..- r""", __ . 
;" """.,.¡ ........ aoIJu,¡t....-...,. "ud .... Fk'''' _., rIc·''''''''. 
/, 11M. a.... :160. """-,,,S<. 

...... L, ,Jo.,.. l.G..'-' "- P.I_Q .• -.... Jo.. D.~ L L. .. ... 
(10011. "" --.. .. bIodo.k of ... _ .. -. ...- , ....... ~ 
..---"",ob ...... .\1«1. ; . m_u;. do< ,tl,~ .... " 

PIoo., "- K. _, H.. """"' ................ ... .,.¡ ,," ......... c. U_l, Col 
".,., __ ,......Iooon "'''''''''''.-~..- r""" .. .. MCA_ 
...---W oiaubnluofom. l. ~ ........ _ F..,.. N"""'- '"- __ .... 

<loo> 'O . H"'IOOOO507'·I~'O 
_X. Um!Hdw.D .• V .. "'-w • • .• -.¡. .......... ' ....... N . ..... 

{1OOIi'. _ ..... 10< ,--......btrlal pO'OtII 1""", (VEGI'I ....".. 1 ond 
j .. J;p.IVE<;.·BIo ___ ",-_ .. ,- ___ ,., ''''''_'''''''. 

<lo< ItlI5HIIN>UROSCL''''_III.:!OOIJ 
_ K ("""l. VEGI'I·' ond VfGFR·', _"""._.01 ""'" "'u,. __ 
""'-.H_. ~ "," ""'-'9 

S<boIDt,T. -.,.. .. M .. .......... l.L.T_I.L.ond-. .. .-. (XUi). Ol' ....-.-ond_oflo<_ .. ____ .. _~ 
,. _ .. _ """"" obimoa. .... _ ondopnol ""d ....... , 

N"" ..... ~"'. 7n_1V. <lo< 1 •. 10'..,....""·_00_·1 
_!.. ........... -Con" .. , l. _, IL. "''''' .. v, Uq_< M . -..do. T .• 

.. 01. (lO"!. r,¡;, ........ _" ... ~ .... "" \docKoI·_ """"'" _ 

.II ........ .,<---<Il. ... , ,0.,0J&/_-"'1 • 
~ y .. Go. L. ti .. 7_ x.. c..QWo.~. ?lw,c. X. ..... (lO"). """"" ... '" 

KIF-'. «<loa.! biood boa. b.rin "'- br Npb .... "-\Ir·, "'" YEC' 
.-.... ""'" ""","01 iK!otmu."--. c.L N .. TO<ri. " " ,..<100> lo.JJltIf>.<d. 
>0'1.00'" 

-... ... (DlO). ,.--..m&.d.-boI ....... r.. .. , .. ..-' (V!"c.FJ. l lllt_ 
, ~ • .ml <qUb...- k< _ . A_'. ",_"".¡;~ ",. 

-. M. Good.oa. •• ond a-·Wd"'- L (lOlO) . ..-_ ond 
...... _ .. """""-dioIV ..... , .. ..- .......... _._. MotCdlIlM. 1; • 

' ''''''''. <loo> 1"-'OJO/"""'>O'U7 
___ , A ..... _ .. I. "-"<·l...-o. ~.F_ s . "-, """"'" . ... """"""-E. v .• 

.. al (2007). ITG'",-" .-..... ....... "'" .. ,"'-_1oIo-«mc 
""",oI0.f0m.J. ""'" _ "'- M_. 27. 70-15 ..... 1O.10JII.pr.. -



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

ANEXOS  173 

  

_ . A.M .. ........ E.I._P.F' ................. ·-.cr., ....... , .... 
.. ~. (1001). """'-' HlI'-' ~,;.. ...- .,..¡ VEG'._, _ .... ........,. 

",1..........,. .... 1«1_ 0<ft0 -...!OC .... , ...-"" /. "". ... ... 
no.- "' ...... "'""_Ol. doo< 'O.'Ow.;.¡dúo. .... "" 

......... "- M., """"/ooa. G. A .... H. "-k, L. ~_. w. L. """,,", M. p. 

..... (I_~ RU • • """ loo- """'" p<>WIh ............ c... .. "" so. 
,""-''',. 

_ Y .. nO. te. .... '-001.10. ,. M ... X. O • ......-.. ..... aL (>al'~ HCI'-
~ ....... __ ~"""""'" ""'_. oIift Joc.i ant>nI 

~l <1;~ ....... "', .. H_'"" . ...., ,O., "l/ICI'1'1n 
T .... ·' __ l. • • __ N. N. _ ..... o.. A...,., l. Il . ..a.... N. 

"""""",, l. c.. .. al ("""~ .-..., ...... -. o.Io=! b,- .... ,.b,-G-..,. 
__ <4'doYio-mL ~ __ ""'. n...-. "', ....... ,,"-.lo< ,0.,,2<, 
ir<'-Ill.'"'''' T .... ·'._ L. . .. ............................... , __ l. o. (10'" 

............ ..."...., of ........ ~, __ """"""'" d!.ot w--. 
onron.oI Iii<Io..th ¡ .... /. N .. -.. '>o' 11->7. <10;, 'o .. " '1jDc""" 

T_ • ..., __ l. 8 . ............ "- ("'''j . Dd.,... -._ d VF= ,"""" ........ _"""""'_.1"'.1. ...... ____ .. 
<~; .......... ~,~""""'.&AIW •.. ; ~ ....... ""_" <,.-t ...... 10.'<><21 

AN"'''''''''' Uty.tt. c.. W"'. l . "'" _' ....... _ .. (""l) ........... J;~ 
.,....... V'G'.' .... VEa., It.do ...................... -.m.c ...... "" 
.... _ .. mJo<bdUI <do. ___ """',. "" c-_ .. 4<>4. m_m. 
doo< 'O.IO'~.bIooc.lIIl lI. 'HI>' 

no _N. Thibodn ... H. _,). T . ..... w, . . ... t..ean.. ..... aL 
( ".01. VEGI' __ ........ <dtmo _ ............. "' ....... ofin 
¡_~ ............. _ ... ""'- ~a... l ..... , '00.'''1-'=. 
doo< '0.1 '711101111 

w ......... ...... a.....b. D. A.(><»<i "úoorIo"""""'~ ~"'VF.GI'­-.0.--.. ....-... h· ....... .". ""_"".ti 'O.IOJII_"." 
W"""'_, l M • .a..;,¡,." • . T • ..,.¡ ...... "- H. (lO"I . ..... 
~ .... " VI'G' '""""'" , .... , _""' ........ !onodo<n .. _ Cd: Mol. 

üi< '" "" '1'OS-Im ...... ' lI. 'OO7I1«<1' ''O''· ' IfO_' w_ K. T'7<. A • . GoI.Ioodoo-. A .. .... Y. T, T___.A. Hohn. 

A . .. aL(""Oi n.._~"-d_....,.-. ............... 

.. 

- ........ _ .. -
.. .......... """ __ ....... <i4D-................. ......,_ • 
en-m.._. ""- JO, iS-92. <10;, ,11. " ,./OJO"....,. 

"'" '- y~ z.. .... Y. LI. x . ... x_ 1lwos. ........ (lO,., ,-...,w 
-......p<>WIh-_ ... "', ....... --.... ~.-... 
bIood·b-... · ....... __ .... ""'" .......... lOCI016t05''IIIIOxe' " 
7.0-' ........... f..,. I:d .... .... ""_ll!J ...... 'II. 'O'...-!-><=-"" L 
~. 

x .. z.. >In ~. <lom, , .• w_ c.. ~ y _ Y>o, M . .. ... ("''''L ......... 
-"'<bdUI p<>WIh r" ... ;, ______ ...... .....,. b,-

""", .... "...."... ««;«.- A.......-.., """,,",,"-/. N ............ ' '', 
700-"",. <Ioi< 'O.,,, ',"". 1< '00 

y_ •. '-",.",.l._"-.H~ • .. ,- ...,¡_ •.. y .(>al' I. IlUtribot;,oo.dnk 
, ..... 01..' ,_ ... _tOI ...... 0.1 .. , ,,, ........ A_. I«c . .. _ ........ 

Cd. """- ... m, ."_,,.. _ ".10011"-,-,.,,, 
~ K..>Iwn. y . w .... w • ..,.¡Goo, H.(lOl5) . ... ..."x¡dloc.ol, ..... ,¡ 
_~ .. tbo _bmuqohn •. !oLJ. <1; .. """ Md '.""_" L 

~ l. C. 7 ....... '- 'u..c. Q. >!woo. L . ""_ te. -.. c. .. al (lOO:I~ VfGF-.._..,.¡..-_· ..... ~l< .... ;,,"" 
_ ........ /. {]j. "'-- 'o<' 'N_""._ ".1InJJC1'''''' 

........ z. G. """ .. '-.,..,... w ....................... " . ........ D . ....... 
L. .. .01. (2001). """doOOo d ,.= .... -"" .... _ ..... 
diwupt;"'<4'_-I>< ... ~ ...... _.oIiftloc,¡<ff<k~~ 
/. c..d. _ Aow ......... n, , ,.._"'. h ,0.,""""""", __ -

c-dKo .¡ ,_ ... _ , no. _ <lK1a. lhot "" ,...- ..... 

.............. "" oIoom<. d..., """"",,,,," .. ti...,.;"t _ .... tNt """"' ... _ ... _ ... ,oo!ict..--.... 
~ o 10/0 CM"'->·_ """"",,.-.., ,""". __ . 

..... '"_"" ........... r ..... ·y-_ n..;, .. _ ....... mn. .. ri~J 

....... "" ""'" of "" c-o .. c-""_ ""-lO:: U,l ~ .... ""ri_ '" "" __ ...... ¡..-. .. ,....... , ... ___ "" __ ........,.-.; ... ¡""""""'_ ...... <MIit.,¡ ...,¡ , .............. pd&_ 

..... jooN ;, ........ """,.w.., ... !Ir ~ """""~ """' •. N . .... ""ri_ .. ,.,..__._...s,.¡,;,¡, __ .......,. ... illNu ........ 



Activación diferencial  de los receptores para el  VEGF como mecanismo de neuro-protección en el  infarto 
cerebral  isquémico 

 

Alfredo Cárdenas Rivera  174 

  

P A PE L 
DE IL-J 7 EN LA RE S P UESTA 

NEURO I N FLA M ATORIA E N E L I NFA RTO 
C EREBRAL 

1..0 lnlnl."ctll" 17A ~ un. d lodna 1"0-

¡" I1 . .. ",lo.l .. Up.~ .. M prln<lp.ln .. nt. po< I<K 

I¡,ú ocl lo. T. DUr.l .. I~ ~ I p . oco·><> 

n.",'ohlll. " ",lorlo qu. ""\UU . " .1 i11f ... lo 

u,'.l>, ~I .Il . 1 SI.I ... ", NnvI"", C.lltr~1 /SNCj, 

H p"".I1I ... , ~ I",·.d"., ninln d. 1l-17A. 

Ro-d."I.",,"I. ... ha dHll""tr. do que !.o 

11l1c .... " II.. )' .. trod loo A<1i ... do. ... . . 1 •• 
con dlclon •• , .tnl ... I% .... y exp . . ..... , impo rl .... lI • • 

c" .. l/d~ct... el. 1l-17 &1 nuaOUllbi ... I. 

Int1.t." ... Iot"lo .,., 1" f .... ",uda,.,.í como tunl>ién 

c. luL .. loúilt ..... t •• COInO 1.,. linfocito. ,-ti.. Sin 

... ,l>,u'go, .... 1"ÍH101 • ni .. ,,1 ckl pu~nquim.o 

<.,.."In'" y "n 1.0 ... <>dul.odOll "" l • • ".pue-ot. 
.... wolnf&l ..... lort... . .. ~ l lnf .... o e"""b.-&I . un no 

oon <o" 'pl ............ I,, ""I" .. did-. En ~ 

rMIiou. ......... .... _ 101 " fed_ "" lLl7 A "n loo 

<o .. ' .... n .. nl.. ,..-Indp.!" do. 1.. .""p~ 

' ... ",.oInf1 ....... Io,I .... 

In troducción 

una """'" ~ tram><:iOll . " Ire ellej:ido ""'ioo\i\do 

po< La i"'l~ Y ,,1 lI'jldo ........ l\.on\Ado """"" 

peri-illfMlo .... Loo '-.e.uonao oúect~dao por ,.¡ 

""Ir<-. ", .. Labólico producido po< el def;c;t de 

Olcigeno Y ""1r •• ,,I.,.. en ,,1 Infarto ;"'I''''''tico 

~.,¡, libe-c .... ~ de cW\o (DAMPo) COrnO 

HMGBl, prnt""" ""tilode ~, HSP60, A 11' <> 

1."1'>. &1.00 -"""" molecul.oteo, t.u:>iliif.n 

llamada> alM-minao, .od>v .... r"f'ld&nente a loo 

Cftilin.-l.a. do-l 5!\.'C, I.u ntlcrosJia..u. Loo 

~ """ loo equivalentes ti .. ~ <loo loo 

macróf .. S"" y ..... 1.0 .,..... ....... 1..- do- de!..n50. .... 

el SNC, I.u rni<ot'o&I .... tnIcUrIn )' .nodulan ¡" 

"'""f"1""La ~'<>ri.a en Lu ¡>nr>">Of";\I 

,-"" P'" ~ ...... u-d.> fax "SUda -. Esw 
~ adn".ad.u liber.... atoan.u f""O" 

infLon,.._ como fl,. l~, TNF-n. fL..6 e IFN-y 
qur..rnv ..... loo ... troat-*. los cu.oles t.l4\biM 

parlicipa>' .... La ~, do-l ~" 
infbma_'. 

<nicrooon.-u.. fa~""" Lo poIariz.>aCn <k Lu 

miocrogl .... /~S"" .. un fenot'po MI pro-

El infarto ~..t es ...... ~"fft'1l>r<l.od tnn..m...1orio ~ e>lta<lo!rlu.do por Lo 

dev ... t.odor~ q"" 1lI~ • 1Ilill""", de p""""""-" 

e .. ct.. Moo, lOS w'" <loo lA;, priD.teI" ... ca""", de 

ctue<le a .uvel ",und;a!' r es Lo prim..-.. ea",,",-~ 

eniennedtld dUc"padt.u"tc en ,,1 """" h,,,,",,,,,,,,,. En 

Lo 1eo;6" prodtlddo por el infarto e~al 

ioq"é".",ico ~ Ivon eN"""tmz..do II= ZOIlM, Wl.a 

centrAl donde lA di ... ~ ckl flujo sangWovo 

fue ..... er .. U ... ".d" foco, """ tiocuncL.nl .. .. ""ta 

donde Lo cin:u1""iOn es f"U"w.n.nte =upe<..da 

f'<>'" ¡,,~ coIate.-.lllamada f"'""UIltb.-.. r 

~ón de ID.'-y". S,,, "'u...rso. tr .. bajos 

<eciert~ mueslr .... ' que .1 pnnctpal f.",otipo 

pn"'ftlte ... 1.0. f..". a~ es ,.¡ M2 que ti ...... un 

perl;! .... tlHniL" " .. lorio .. , .cIeo .... el vol",,~\ <loo 

inf ..... o producido por ",,¡ ... ion tr ..... itori. de 1 .. 

arteria cea-br.ol n-..d;.o. (I-MCAo) .... r .. I""", 

tr....,,~ Knct out 1""'"" IFN-y no ,n" ... tr .. 

~ ..,1Ad.o1i<: ........ te ~.t>V. con ,,1 

daño prnd..ado ...... , ........ lJ.;J¡I ~'. foto. 

<esUl1Adoo sug;..<en Wl ""S'-"-w ..,. infl.uJ ... lono 
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par..!elo e ~~ a IFN-y, q"" ha sido 

aoociAoo a b e><preiÓn de mtedeucma pro­
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onuI~. u...n..d.o ¡..".¡¡. [LA7 1".31, qur ~ cornc.Je no ~ const.l:ut.,· __ te el n., 

fc.u""¡" por _ ~ L17A, 1L-178, IL- 17R lO. 

17C, n.,170, IL-17E (t.unbm JWn.do 1L25) e IL-

17F ,.~ .. (F'S.IA). IL-17A est.í. codihcAdo por w., 

....... 15'"" en el 0"0Il"*'<na 6p12.2 en ~ 

~ (Gene ID: 3605), exiote.. :oKU...a..s 

oo1OlO&" Unic ... lAnto .... r .. tón (Gene ID: 16171) 

co.no en r .. ta (Gone ID. 301289). Esl<-~ codific .. 

¡>MIO ,al producto p«>t""';"o de 155 aa. lLunado 

interle"c"", 17A (l\'P002IBl.I ), con un.o. 

C"OIÚOI"JI"""óo., tri~ de 6 00;... ~ 

ple8"M (Fig.IB). 1L-1 7A eoLi e<>tr.chan"....te 

~J.odoo\lldo COIl 1L-17F, Con el qtte tiene WloO 

klentiMd del 56% Y OWúl.itud del 70% {Fig. 1'1, 

qur e> lA " .... alta en c""'F-"ACión al =to de 

,,\JeJ>\brOe de La familia (T abLr. 1). 1L-17 A e lL-llF 

... han a"""",do • f<""<'<"'><'O .... aebvACión y 

tecl"t.uniento de n.·,d .. 6fJ.los t-:ia el. .it:io de 

inflan""""",",>!. Lo ""J'I"<"OioÓn de IL-17A ..,tá 

u:>ualn_te aootiooda a linfocitos C"Dl' T hrlpe< 

(Th1 7).. pero ta:nlMn .... ho deoatlo qur es 

e"f'C"H'lda por otr... ~.w.. del "",t=v, 

~ COt.:I\C< COS' T ~ (LT- (DI'), 

linfOCItos T y6 (LT"'(6I, .,.lUW NoI1",,1 Killa5 

.... ,~ ( .. '\'KTJ, .,.Iula. J-Kid... a J.u 

induad.ts .... tojido bnfoode (LTI-IiU), «'lulas 

bnfOt.des t.B\IlW tipo 3 (lLC:3o). m.acróiagos Y 

.-.troiolos'~". ~,be, .., h.o. 

demootr.odo «'lul.as COInD aotroatos'" y 

.rcicf"oSlí.u" ta.nbt.ft, el<pre-...... lL-17A ... 

~ de hiJ>Cl>'Í" que .... el SNC. ll..-17A, 

<"0010 horllodi ..... ro O cOinO ~\<"f"O con lL-

1lF'", ACtiVA el tecep!ot IL-17R 'l"" a "" ,·e 2O es 

\In heterodw\<"f"O de dos St.,btt.ni<Lt.de., lL-17RA e 

iL- l 7RC".>!. El hr~odia ..... de lL-17R ...,toó 

e"J"'"fl"do ubia_""te e., La "",yon.. de 

te;tdos=>, incluido .. l Sl'..tC 1.:....,..... (t.= Tabla 2), 

a"nque no tod.fto las ~ ..,,~ dicho 

-.-ptor; ...... )..,. de " .... tern blet y PCR 

"" ... tr." q~ cultivos prun.v;oo de """"""" 

Expresión de 1l·}7A en el infarto 

"","""Ir;u, que et n.imero de «'1 .. 1,,, que e"P'""""" 

lL-17A, a lao4.'lhD<-.... .., ~_t .. 15_ en 

CO<nf""".oci<Í<t del I.f'do contrRlater.u.. 

"""'~ .~·ado a lo Lorgo de !lo pri" ....... 

............ " . Lo e~ de oúINA de !L-17 .. 

nivel ~co, nwdido en celui ... 

daño produado por el uúArto cerebral ............ 

humanos "'. El pico de .. ~ de !L-17 A .., dio 

... el 3rt d.ia p"" uÚ.orto, D"ICI"ftnO'Ilt.\ndo a .. tro 

~." ou. .. akx b;u.oI "', .,.~ ~o coincide CCJn 

el. pico de migtM:OOn Ieu<oatana '" p.otft>qtwna 
~'. Lo ~ de LI7A • ni~"l"I 

p<rifMco, .., n>attbene .. levado . lo luJo de Las 

dos primr<" ... ""'_, po.r~ ~ • "..s vAl« 

bo.oall...-,;o de La ~.....,....."' • 

Esto. <=Lll.adoo ~I.ocioo ...... CCJn loo. obIenodos 

en modrloo do- ittf.uto .....-.be'" prod1.OCldo .... 

ral<lneo por ocl..- tr ... ".;\cIri,o de la ..-ter;., 

~.ol mrdla (I-MCAD). Lo e:xprdó" de n., 

l7A .., eleva doood .. el pr;n- d.a luego de 1 .. 

i~ vioY por ....... ros weol....., blet de 

hoo~do <:<>onpIelo del heu>i:fftio 

ip&lal .... .ol do- nto.w. oonu-tidos " t-),iCAo, 

llegando" Ot.. pico .. 1 dio. 3 (5 vece> . " valor 

b.ooaI), ¡''''p;o dl .... >inur .. f'U"W",.nte MciA ~I 

di.. 7, ~ .. . ... vaJore> bIIooJ .. 1,,'"S0 de 

la te.-ce."a wm.>nO. " . s..,~, La e:><p<flion de 

1L-17 no ... ~a ftl .. 1 J>oUft"ttW>\;\ 

~al dd. herniol"eno Afectad" por el infArto. 

En La ZiOtta pori-UlfMlo de la cort ...... la ..."...".on 
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~ -U " -- ...... " 

'" ~- - ," -. ~- '" "' ., .," -= ~, = .- , ""._"'U ., '" .. 
7 • ." I , .. ';h. lc_" • • H.~ • • .,."., y ", . ... 1 • • • ," • .\f. , ~'H"" Y • • H .. _'"'.". , 

d<o LI7A .., ekva rápid.lm.nt..., ~gando a =y"" f e EUSA no """""laciona con la 

quintuplicar ~" ni"",! b.o5al ... las ~"" 12 ~p<rAónd<-IL-1 7A ,ci~ta .... ~uin\ay LCR. 

hoo-.." l~ d e lo cual corrti= ~ disminuir >lo >i<ruio ...,1a m.í", lardí.., Ikgando.lo su pico '" e l 

Mi ... tra. que ."otr"" «'gi<><= del c~bro, como t= di.. poo inf.trl<>"' . 

• 1 giro d.ontado (OC) r zona ou¡"'~\tri<."U!ar 

(SVZ), Lo .1~ación d. L-17A eo n"", t..r<W, 

lkg.vtdo a ,= f'kos d.. ..,.,~ión ... 1"" dia.. 14 

y21, =f"'Ctiv ......... ~ "'. La. .~;ón de IL-17A 

... líquido cd'd.!0I'r~ (CSF) t...nb;m .., 

i1~lr<It.. de roro.", aguda; """'y'" de rusA 
m""t'MOfi que IL-17 A dttpL.ca ""ni"...l ho.oal" las 

6 horA, Y a Iao 12 hor"" lkga a Otl pico de 

.~ CUAdriplicando"" ni,'¿ b.osal; .... 1"" 

,,;gui<'1"" días ruonlin<1y" lill""an,....~ ~ "" 

=~ ekvado ;,,0:1<1"" 7 dW ~..., & 1 

infarto, ~t"'"""te a lo violo en el 

~... ~al". Sin ""Wargo 1.0 

cuantilicactOO d e IL-17A ... ouero viola por 

, 

Efecto de IL-17 A en las neuronas 

del parénquim a les ionado y en la 

regulación de la neurogénesis 

coru;¡¡tu.¡¡~te el ~tor P<"''' IL-17A (fL-

17R)''''''. In vilro, condidone-o & &priv.teiÓfi de 

<»<ig=o Y gIuc=o. (OCD) .. un ..... tan 

oisn uim li,· ........ t.- la e"f"""""ion de IL-17R'". Lo 

ACtivactOO & ..,Ie l"<C'1'tor po< fL-1 7A potencia 

d d.-clo """"tOxico p«>ducido por el OCD'". 

Cotl"a:"u=le ........ ~. el bloque & 1 IL-17R 
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awnent.t 11. ~ de dod.... cultivos 

...,..t;dos.OGD"'. fn~fi2oIó&c..",. 

rL-17A " un ~ ""8'"tivo de 11. 

~ ... oc, vioto po< in<oq>o<.otiÓn de 

BrdU .. ft\ r._ KO P"'"a 11..-17", ~ 
comolAaona .",., los ..... u1t.odos in \-¡tro-", 

inl.........-.t,." .... t.. loo ...... )'00 de RT -qPCR par" 

Nsnl e [n", .. nolluo<eo<a ><:i.o. para OCX y ~'< 

"" .... tron q>te rL-1 7 f~,_ Lo. d¡f~ <Ir 

Lu celul ... f""OS"utor ... n<"W"~ (r<l'ú) hacia 

.W\U"Oo"" . En 1l1Od~10II dr lnfarlo producido po< 

I-Me Ao a, r~ toneo IL-I7KQ la 1..".. dr 

p,"ohf ... "",1Ón de l\'PCs no .""....,t... nwdida por 

""""'"f'OI"AC:ión <Ir BrdU-" ¡[\i"unotluar~~ 

P"'"a K(67 )" PH3..J día 28 po:> lnfarlo, a p=>< dr 

haber w'" di..,1inu<1Ón sisnificaliva. dri 

V"OI ......... de .,vMto>'. Po< otro lAdo, la apli.ca.ción 

e~ de 1I..-17A _lbinant.. (rIL-17A) ... 

... 1....... .....wbdoo .. 1·MC"Ao f ... ~ la 

... pervi,....-.:Yo por ...... >mIo de Lo. ~ de 

SNAP·25 )" sinIopfioino '1"" proatt>r'... la 

"""'f'~ )" ~ de las l\l'ú .. 

.-.ron.o. por onhibición de cilOlpaíno. 1 

o:IepencIIftIte de la "'" de p3S, adr.!..H p<"D<ltun ... 

Lflllusr-""""" de ""t..o. .. Lo. ....... de Ieión-.... 

Modulación dt' Id 

microgli.vmdcrofdgo por Il-17 

la pobtaao.. glohU d.. ~CDi5'­

CDllb') pem_e """",Lvot.. a. lo J.u-so dr la 

f"""Il"'"a ........ '" poo-infarlo ", '"" "'Wac~, 1= 

I1~As=(CDi5l-t" CDllb') i1Úiltr",. ..1 

~uiIl", 1.-.;0II\I\d0 drode d prur..< día.. 
u.goncto a d .. pl"'''' la pob]...,;c.. dr olicrog!ía, ... 

el cIJa 3. c~ ... 1e al. p;co <Ir infiltración 

leucoataria". la ..... sra<ic.. dr n-='ilag= 

inhltronles )" ~ .. Lo.:tana dr k-::;ón'" no 

... 0.11 .... por Lo. a."''''''''''' de linfocito. T (RaSl-I-) 

, 

o la .. ~ de LT-yó", pno si dio.ninu)"<. el 

\-oIun .... de lnf...-to" , lo ~ o:te.nuetra ~ el 

.lodo nruroprnt«tor no es dependiente de la 

mi!'i'"...-.deioo>nwaOla8""'/n~sinode 

la ~ de .u_,.;.,Lod o fenotipo. 

Lo. <nacrÓfag;os infiltran"'" ""f""""'" la atoon.> 

p«>-infIan .. lori.a 11..-23" . T ... 110 11..-23 co" ... o 11..-1 p 
¡:=n.,,~,; .. n Lo. expn-o¡on de [lol7 por I~ 

microg;l ...... , cultivoo in ",tro". la ~ 

~p«"'"'" e<>ru>tilu!;v.unente el 1I..-17R1O; .. , 

cultivos prin""';"" dr nlicrosl .... 11..-17 p1OlI'''''"'''' 

la .. xpn-o¡ón dr dlocu .... J'o"o-UúI""",loriM <'ODIO 

~. ~<OIl>OCCL-2. CXCL-2.: fAC!ores 
n<"Urotrohco. eo<no NGf , BO:-"'F )" GDl\'F, .w 
coaoo Lo """J"ft";ón dr 1NC6, vI. loo por ........ )'00 

dr EUSA Y \-VBl' -"'; la o:o-fllilllw..c.ón ele ""too 

cultiv"" con IL-17A e Ifl\'-y, """",tr. un .lodo 

poI...cado ... la induccoon de Lo. ...-presion ele 
n"",,,~ ~_ de ~ 

_yada .. f.-nobpo MI. c.,..... """ Ml-iC-D. 

lCA.Y-l r YCA."A-1. vI. too ~ ni,"", de .nRN A lO. 

1...0. ~ ..... I .... va .",., rL-17 f.n.. ... 

inducit LfI ~ ele ""too """".OdC:Ore<J ft\ los 

cullh-osden~ ". 

IL-17 A p1OlItun ... Ia""f"""'ÓO" ele Th'F-a"'. T""lo 

~ap infiltr ..... !" coaoo Il~ 

prodUCft> Th'F-a.., ~_ o.hnilates.., la 

:oona de 1""""'.... Th"F-a tiene efrctoe 

t"o<"Uf"Ot~ .., la f .. oe ~SUd.o elel infMto 

C<'«'braI".la.~ de LT (RaSl "" ) ,b:.:"ir",) ... 

"s,,;hc..tivanlr<\l~ la prodUC'dÓr\ de Th'F-a por 

loo ",,,crdap .nao no ft\ auctos/ .... u, ... 10 

su&<,«" '1 .... loo L T ajJ 000\ l.cn¡>O<Ionl ... lnd,lCloreo 

dr Th'F-a ... "....,...;¡~8"'" .. , el infArlo <'<!"ttbrAl " 

1""'" LUllbim '''~ que Th'F-a .10 ... 1arÍ.\ 

",Jac;0II\I\d0 dir«lan,...,te con el d""" ft, el 

i1úouto c.....,braL lA au_><:i.o. de LT yO"" o.Iter. la 

produociÓn .... Th'F .... .., macrOI"ap ni 
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Los luúoaloo infdtr_ ,.¡ ~ <.'eftb<al 

~ ,.¡ pri<P« o:ba. poo> infarlo, m<:rft>lrfi1anOO 

... tIUI>V<O r.~~ hAsta .. 1 di. 3, 

.,..nent.\ndo e .... 17 """'" .... r\Úmrf'o ~". La 

~ de CDI+ r C1J8-> ... mantiene 

CO<Ut.\nte • lo wso de loo prin""'" 7 diao, l'ft"" 

J. ~ d~ lT~ incftmrnta rápda y 

oiS'\Ú;cativaa.e.'te d...-..dr 6~ p.va"¡ prin>r< dio. 

h.a:>t. 14" (25 veco-s .... ,,1> ... 1 b,o,.aJ) .. 1 1....,.." dí.. 

". Los l T~ Infíltr ... '¡ ... ougrMl p«"f ........ den"",¡ .. 

micro.Ullbie"t<"O 

in/"l""",t"",1oo 00"' ru.tu" N ~" lA J'ft'umb.-a r ..... 
~l loco. loo l T ~ __ lA prindpol población 

lJ\filtrMlte que ~~ 1L-17 A ..., .. 1 ~ 

~do po< la loquO<ni& ..... loo prin>rroos diao 

poe Ini...-to'>. En ... )"'" de 1·~CAo ..., ral.,..,.., 

TCRy6KO , ... decir "'-Ir. oul p.va LT ~, o 

tratados CO<\ ;onti-TCRy6 mur-..tr .... , una 

dio.onlnuaon oiS"Úicmv. drl V"<Ilumrn d.. mfarlo 

""""-<le ~ll""""" o:ba. \l. 1.0 '!""' dftnur-..tr .. que el 

efKto neurotoo<oco de loo l T y6 ~ ap;udo ....... 1 

inl_~ 

La e><prr...oOn de 1L-17A .., lT y6 ~ .. ,...­

~ po< IL-I~" O po< ~"F-y po< uno. , .... 

cIepend>ft,te de JAKjSTAT 1:_ Pe< otro lado, b 

WúOCltos T CDI- r CC6' T """" loo ~ 

productor.... dr IFN-y ft"\ ... te tieo'P" .... 

~lderbIoo, <"1 al. o~tran que la 1L-17A 

Ube-rada po< LT y6 Infíll<anI..,. o>r<liante la 

_,-.. do" del ro«¡>t"", 1L-17R, f"""ble<ne-nte 
e>cpre-.... do las «lulas ...,\roo>..ue. ~al..." 

f""O'l"........ la e~ d.. facl~ pro­

in/"l""",I"",loo 'l'llmlolAclicoo d.. ,,,,,,Iróiil,,,, 
COIOlO CXCl-I" . El pi<:ode .. ~;OO de CXCl-l 

... ale .. ",,", ~ loo 6 h.p.; .... 

Alteración de la permeabilidad 

selectiv. de l. BBB por la IL-1 7 

La ~ d.. 1L-17R ~ IL-Z2R ft"\ EC ... ind""" 

"" ~ ..... inflauvo.IOI"ios-. Enoa)..". In .... tr<>, 

den....."tr"" '1"<" la _v~ d.. 1l-17R po< ... 

li&ando a1t ....... la p<"<UWabWdMI ... lKtiva de J. 

monoc .. po d .. "':lula!l ftldot .. l ioJ ... (Eu) po< dcwJ 

VÍAs di.Iin ........ 1 ;\\un .. "w de J. tr ....... lool. (violo 

~te po< .. 1 1"'''''¡'' d.. BSA ,,\arCado 

<->:p«""iÓD d .. 1"" prot"'''''' de W\lorI ... trecha 

Ocdudin )- Zon,,1A ocd".t....~1 COIOlP""'"""teo 

impodant .. d.. la SSS .. , lo 'l', e fftVO«<eel paoa¡e 
po< , .... P"'".o< .. I"'U"':'O' ... A41b.u ....... ha" .. do 

recientnr..nte de;.rnLu COIOlO loo prind¡><lle-o 

mr<:ani"""", de disn>.pcién. d e la pennHlbWdad 

...t..div .. d .. la ha-rft"a h<-<r\;\tcentifálic .. (8SS) e" 

el infarlo ........¡"...J~. Loo SSS ... una ... tn.ctur .. 

~ de S"C, cur a fundón ........ 1rinSi< la 

..... tr .. d.o. de cftubs Y ~ .,........ .:t s.-.:C Lo 

alte.-.oti<ln de la p<'I"Il>""bWd.o.d aoeIecb" .. de Lo 
BBS ~ un ..-__ de d.oño CQIl\utl ft"\ loo 

ftÚ~ ~"h,-.. ~ ..... La. EC. 

""" un c ... 'f""*'~ de La SBiI"'. Aden\.ao.,. Lo 

Activación. de 1L-17R. ft"\ rulh,..". dr ce!ul.u ECo­

BBB"'=-. f""'I>">l"\'" la e<]>l"""" de ccu. 
ru; y CXCL8 (IL-8), J>ft"O no J...:tanla .. xpreoión 
de TGF-f, ICA"·n VCAM-I oCCl.5 (RAI\<-re5) 

". En c.....mo la ~tiDwI.o<iOn . iaoultane.\ de EC. 

dec....-em de r .. to.. b&!.cl.3 eon 1l-17A r TNF .... 

potencia. la .. ><p<t"oién de "1OIkuI,,, pro-­

i ... /"l"'" ... Io"' ... COI\l\O cct.2y CXCU, " ",1fcul ... 

quiouotaclic&O conlO ccu. CCl.5, ca.2O q'" 

favo«<:<"l\ la ougr.o<ión leucoc:itari~ a lro ... '" de 1ft 

<n<>nOC~p;1 d .. EC., y Lo producc;on de 1l-17 

~ando ...... "'tro..J.w ..... ,1ftdÓD pooiliv,,"'. 

Cascada de señ,diza..:i6n 
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En c.vtíJ.oso .............J. 1U7A p",,.n.~,,., Lo 

."f"'""'O'\ es.. Loo oto<:'u\M pro-infWnatoriao 

Thl'-<\. n..-l~. lL-62O; y es.. quin~ como:: 

~CXCL8). CXCU (KC/ C1oa), CXcu. 

CCI.2O, ccu. y CCl72O; ~ es.. 
QWnz MMP-l ,2..3,9y 1320. 
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