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Resumen

La modulacion plastica que posee el cerebro permite que regrese a valores
homeostéticos previos a eventos que alteran su funcionamiento neuroldgico, un
claro ejemplo es la recuperacion funcional tras una enfermedad vascular cerebral
(EVC). De acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social (Enfermedad
Vascular Cerebral, 2018), tiene una incidencia de 118 personas por cada 100,000
habitantes; En modelos animales, tras una EVC se observa una disminucion de

Noradrenalina (NA) pontina acompafiados de un déficit motor.

Por lo tanto, en esta tesis se analizd el papel de la NA, en la recuperacion
funcional, utilizando un modelo que examina la conducta motora, a partir de
sistemas de seguimiento y valoraciones motoras y somatosensoriales, en ratas
lesionadas que reciben administraciones, crénicas o agudas de efaroxan

(EF), farmaco antagonista a los receptores a2 adrenérgicos.

Para ello se dispuso de 71 ratas Wistar, divididas en cuatro grupos (agudo y
cronico), las cuales fueron sometidas a cirugia estereotaxica para ser lesionadas
por una microinfusion de cloruro ferroso (FeClz) y evaluadas, previas a la cirugia,
posterior a la microinfusion, 3 y 6 horas post microinfusion y 3 dias después.

Los resultados obtenidos, muestran que una sola administracion de EF no es
suficiente para aumentar los niveles de NA, no obstante, posterior a la
administracion croénica, se observan mejoras significativas en los puntajes de las
pruebas conductuales, lo que sugiere que, la NA desempeia un papel relevante
en la recuperacion funcional posterior a una lesion cerebral de tipo hemorragica,

favoreciendo la recuperacion motora.

Palabras clave: Enfermedad vascular cerebral (EVC), Noradrenalina (NA),

recuperacion funcional, conducta motora.

Apoyvo PAPIIT-UNAM: 1A203319 e IN216221
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Antecedentes

La enfermedad vascular cerebral (EVC), es una alteraciébn neurolégica que
consiste en la interrupcion de flujo sanguineo al cerebro, y se caracteriza por una
aparicion brusca de sintomas que persisten por mas de 24 horas sin otra causa
aparente que el origen vascular (Arauz & Ruiz-Franco, 2012). La disfuncién post
EVC, es en gran medida provocada por la muerte neuronal en el area del tejido
dafiado, pero también por la anomalia celular en las areas que rodean el infarto
(conocida como area de penumbra) ya que se inicia un proceso de diasquisis
celular, es decir, eventos como hipometabolismo, desacoplamiento neurovascular

y neurotransmision aberrante extendida (Wieloch & Nikolich, 2006).

Sin embargo, posterior al dafio provocado por la EVC, existe un proceso
denominado recuperacion funcional, que, entre otras cosas, permite iniciar una
reversion de los procesos celulares conocidos como diasquisis y poner en marcha
los mecanismos plasticos, siendo el area no isquémica peri infartada y el area de
penumbra reparada, sitios primarios de compensacion de las funciones perdidas
(Castro Alamancos, 1993). Estos mecanismos, pueden estar mediados por
diversas moléculas como es el caso de la noradrenalina (NA), una monoamina
gue se teoriza, que tras su incremento hay una mejora sustancial en la actividad
celular asociada a la recuperacion funcional (Feeney et al., 1993).

Los efectos licitados por la NA, se reportan distales al area directamente dafiada,
ademas, los cambios remotos pueden tomar de minutos a semanas y son
importantes en la recuperacion de una EVC (Ramos-Languren et al., 2016). La NA
juega un papel vital en la regulacién hipocampal, puesto que el aumento de los
niveles de NA incrementan la excitabilidad neuronal mediante la activacién de los
receptores noradrenérgicos en el giro dentado (GD) y en los campos de Amén
(CA) (Hardu Hagena etal.,, 2016), lo que probablemente permita generar
mecanismos plasticos en areas asociadas al aprendizaje y la memoria.

Para permitir un aumento en el flujo de NA dentro del sistema nervioso central
(SNC), existen diversos farmacos que inciden en la trasmision noradrenérgica,
permitiendo observar la relacion de las alteraciones en este sistema de

neurotransmision (Briley & Chantal, 2011) y por lo tanto comprender los
11



mecanismos de accion generados por la NA, para la recuperacion funcional.

EVC

Desde la perspectiva clinica, este proceso es definido por la Organizacion Mundial
de la Salud (2017), como un sindrome clinico caracterizado por el rapido
desarrollo de signos neuroldgicos focales, los cuales persisten por mas de 24
horas sin otra causa aparente que el origen vascular, esta definicion comprende a
los sintomas focales y a la perspectiva radiologica, es decir, la presencia de un
tejido dafiado, sin llegar a ser necrético en su totalidad y una zona denominada de
penumbra (Guerra, 2018). Aunado a esto, este fendmeno parece ser paralelo al
aumento de la poblacion longeva y al de factores de riesgo por ejemplo, la
hipertension, la diabetes, la obesidad y las dislipidemias (Cruz, 2015).

A pesar de que el cerebro constituye Unicamente el 2% del peso corporal, los
procesos que consumen energia para asegurar su funcionamiento dan cuenta del
25% total de la glucosa utilizada en el cuerpo y casi el 20% del consumo de Oz de
todo el organismo (Iglesias et al., 2022), es decir, es el 6rgano mas dependiente
del aporte de oxigeno y glucosa (Arauz & Ruiz-Franco, 2012); empleando la
glucosa en los procesos glucoliticos y de fosforilacion oxidativa (Guzman
Mellado et al., 2003), donde es convertida en moléculas de ATP vy, finalmente, las
moléculas de ATP funcionan como transporte molecular, manteniendo los
gradientes i6nicos en células gliales y neuronas, asi como la neurotransmision
glutaminérgica (Sokoloff, 1999;Magistretti & Pellerin, 1999). Sin embargo, al ocurrir
una EVC se produce una detencién del aporte sanguineo a una region del
cerebro, lo que impide la eliminacion de productos de metabolismo y, en
consecuencia, se produce una lesion y necrosis tisular con edema citotéxico del
encéfalo (Celedon & Avendafo, 2011). Es por esto que, cuando se detiene la
funcién cerebral producto de una privaciéon de oxigeno por mas de 60 segundos,
sucede una anoxia cerebral que genera infracciones irreversibles, resultado de
una baja produccion de energia, lo que obliga a las neuronas a utilizar el
metabolismo anaerobico para generarla (Guerra, 2018). Este metabolismo libera

un producto conocido como acido lactico, que interrumpe el balance de acido-base
12



normal en el cerebro (Stam, 2005). Entre menor sea el suministro de oxigeno, el
glutamato sera depletado, disminuyendo los procesos de funcionalidad. Estos
procesos son dependientes de energia, ademas de ser esenciales para la
supervivencia celular. Aquello desencadena mecanismos excitotdéxicos que
estimulan a la microglia y a los astrocitos, lo que produce un desbalance i6nico
gue resulta en un fallo en la bomba de protones y, como consecuencia, resulta
una deplecion enérgica: un flujo anormal en del calcio activo, digiriendo mas
lipidos y materiales nucleares, y por consiguiente, sucede una falla mitocondrial

gue se expresa como deplecion celular, necrosis y apoptosis (Koh & Park, 2017).

Epidemiologia de la EVC

En las Ultimas décadas se ha estimado que en el mundo, cada 4 segundos ocurre
un infarto agudo de miocardio y cada 5 segundos una EVC (Rosas-Peralta & Attie,
2007), de acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2015), en
México, la EVC tiene una incidencia de 118 personas por cada 100,000 habitantes
al aflo y los datos de la Secretaria de Salud en México muestran que, desde el
afio 2000, se incrementd la tasa de mortalidad por la EVC, particularmente en
menores de 65 afios (Chiquete et al.,, 2011). Ademas , datos obtenidos por el
Registro Nacional Mexicano de Enfermedad Vascular Cerebral (RENAMEVASC)
(Ruiz-Sandoval et al., 2011), muestran que la prevalencia de esta enfermedad fue
de un 29% sobre un total de 2,000 pacientes, siendo considerada durante el afio
2015, la sexta causa de muerte en el pais (Leeo, 2015), con un indice del 56% de
discapacidad grave, hasta 30 dias después del evento agudo (Cruz, 2015). Los
datos més recientes, obtenidos en 2018, definen a la EVC como la cuarta causa de
muerte en la poblacién general, y la tercera causa de mortalidad en los adultos
mayores de 65 afios (Chiquete et al., 2011; Arauz & Ruiz-Franco, 2012), lo que
define a la EVC como un problema de salud publica, no solo a nivel nacional, sino
a nivel mundial; ya que cifras recopiladas por la Organizacion Mundial de la Salud
(2017), refieren a la EVC como la principal causa de discapacidad en paises
industrializados, donde las secuelas motoras son la principal causa de

discapacidad y la hemiplejia, la forma mas frecuente, con un 73.63% de casos
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reportados, con complicaciones asociadas a la misma (Valdés et al., 2007).

Asimismo, la EVC es también la segunda causa de demencia y la tercera causa
global de muerte (9.7%), de las cuales 4.95 millones ocurren en paises con
ingresos medios y bajos, y su tasa de recurrencia a dos afos, va del 10% al 22%
(Organizaciéon Mundial de la Salud, 2017). La EVC, tiene una taza de duplicacion
a partir de los 35 afos (Ruiz etal.,, 2002) y una mortalidad elevada, ya que
durante el 2015, se estima que hubo un total de 17,7 millones de muertes
asociadas a la EVC, es decir un total de 31% de muertes mundiales
(Organizacién Mundial de la Salud, 2017) , aunado a esto, posterior a una EVC,
unicamente el 38% de los casos sobrevive al pasar el afio, y solo un 30% logra
ser independiente, tres meses después de la lesion. El factor de riesgo con mayor
grado de vinculacién para la EVC, es la hipertensién arterial sistémica, con un
porcentaje estimado del 55% al 81% (Cruz, 2015).

En perspectiva, se prevé un mayor impacto particularmente en los paises con
ingresos medios (Tsai et al., 2013) ;puesto que, de no existir intervenciones de
prevencion adecuadas, se calcula que su incidencia se incrementara hasta en un
44% para el afio 2030 (Strong et al., 2007).

Clasificacion de la EVC

La EVC se clasifica en cuatro principales subtipos: isquemia, hemorragia, evento
criptogénico y trombosis venosa cerebral (Arauz & Ruiz-Franco, 2012) (Figura 1).
Siendo la mas frecuente la isquemia cerebral, que constituye el 80% de las EVC, y
se refiere al dafio vascular causado por la hiperplasia de la capa muscular de las
arterias; posee diversas clasificaciones, por ejemplo, por la duracion de sus
manifestaciones, las de origen desconocidos y las de tipo isquémico trombotico
(Hernandez-Ruiz et al., 2017); asi como subtipos relacionados a la duracién de la
sintomatologia, como los accidentes isquémicos transitorios (AIT), con una
duracion no mayor a los 60 minutos provocando dafios neuronales irreversibles
(Johnston et al., 2007) y un con un mayor riesgo de desarrollar un infarto cerebral
(IC), hasta dos semanas después (Johnston et al., 2007).

Otro de los subtipos clasificados es la hemorragia Intracerebral (HIC), que
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constituye un total del 15 a 20% de los casos y se define como la rotura de un
vaso que da lugar a una coleccion hematica en el parénquima cerebral o espacio
subaracnoideo (Strong et al., 2007). Sus manifestaciones clinicas pueden estar o
no relacionadas con el proceso de aterosclerosis y a la ruptura o desgarro de
alguna arteria cerebral, consecuencia de la presion arterial elevada o
malformaciones vasculares (Gutierrez  Velasquez etal, 2005). Las
manifestaciones de la HIC dependen del sitio de la afeccidn cerebral,
frecuentemente son unilaterales e incluyen alteraciones del lenguaje, del campo
visual, de la debilidad hemicorporal y de la pérdida de la sensibilidad (Van
derWop, 2007).

Finalmente, la trombosis venosa cerebral, que representa el 0,5 % de las EVC y
afecta con mayor frecuencia a sujetos jovenes con factores de riesgos congénitos
o adquiridos. Tiene manifestaciones clinicas variables que unidas a un estudio de
neuroimagen adecuado permiten realizar el diagnostico (Kuppers-Tiedt et al.,
2011).

ENFERMEDAD
VASCULAR
CEREBRAL
7 — :
Isquémica Hemorrégica Trombosis venosa
cerebral
80% 15-20% fs%
/_'I—l f_l—\
Isquemia Infarto Hemorragia Hemorragia
cere'bra'l cerebral intracerebral subaracnoidea|
transitoria 80% e o
20%
Ateroesclerosis | | | Enfermedad
de grandes vasos de pequefio
Y350

Cardioembolismo}-- Otras causas

Indeterminado

Figura 1. Subtipos de la Enfermedad Vascular Cerebral.
Frecuencia de los subtipos de la enfermedad vascular cerebral. Recuperado de Arauz & Ruiz-

Franco,2012.
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Etiologia y fisiopatologia de la EVC

Etiolégicamente hablando, la isquemia cerebral, puede deberse a trastornos
subyacentes que afectan principalmente la sangre, los vasos sanguineos o el
corazon, ya que cerca del 50% de las EVC de tipo isquémicas son de tipo
cardioembdlicas, el 25% tiene una relaciéon directa con la oclusion del gran vaso,
un 10% por la oclusién de pequefios vasos y finalmente un aproximado del 15%
es de tipo criptogénico, es decir de origen desconocido (Tsai et al., 2013).

Al dilucidar los efectos fisiopatolégicos que subyacen a estas etiologias,
encontramos alteraciones metabdlicas y bioquimicas que conducen a un mal
funcionamiento del sistema nervioso (SN), y una necrosis celular (Guyton & Hall,
2001). Entre estos procesos se exhibe una respuesta inflamatoria, estrés
oxidativo, exceso de aminoacidos excitatorios extracelulares, formacion de
radicales libre y entrado de calcio (Ca?*) a las neuronas (Van derWop, 2007), a
este conjunto de procesos, se le conoce como la diasquisis (Wieloch & Nikolich,
2006), es decir, un fendmeno fisioldgico basado en la depresion reversible de
funciones conectadas anatomica o funcionalmente al &rea lesionada (Gonzalez
Aguado et al., 2000) (Figura 2).

Figura 2. Tomografia Axial Computarizada que muestra la progresién de la zona infartada.

Se observa la progresiéon de la zona infartada (rojo) hacia la zona de penumbra (verde), si la

reperfusion no es lograda. Recuperada de Van der Woop, 2007,

Es necesario comprender, que en situaciones fisiolégicas normales, el flujo

sanguineo cerebral (FSC), es independiente de variaciones amplias de la presion
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y de perfusion gracias a un mecanismo de autorregulacion en el que intervienen
factores miogénicos, bioquimicos, neurogénicos y peptidérgicos; dicho mecanismo
se altera en situaciones de isquemia o HIC de forma que, en el territorio del infarto,
la presion de perfusion se hace dependiente de la presion arterial (PA) (Guyton &
Hall, 2001), y al disminuir la perfusion cerebral, se modifica la transmision
sinaptica, el transporte de iones y la preservacion de la integridad estructural de
forma progresiva, hasta producir muerte celular (Khoshnam et al., 2017). Aunado
a esto, existe una vulnerabilidad selectiva debido entre otras cosas a factores
como la densidad neuronal, la diferente perfusion regional y el distinto
metabolismo; por lo que las neuronas de la corteza cerebral, del hipocampo, del
globo palido y del cerebelo sufren cambios estructurales mas precozmente que las
neuronas de otras localizaciones y que las células gliales; es decir, la disminucion
de FSC por debajo del umbral determinado, origina inmediatamente estas
alteraciones e inclusive una despolarizacibn de las membranas celulares
(Khoshnam et al., 2017).

Durante un EVC, el nucleo afectado, es rodeado por un area disfuncional, causada
por alteraciones metabdlicas e iGnicas, pero con integridad estructural conservada,
conocida como penumbra isquémica (Arauz & Ruiz-Franco, 2012), es decir, la
obstruccion de un vaso sanguineo cerebral ocasiona un gradiente de isquemia
mas profundo en el centro del territorio vascular y menos pronunciado en la
periferia de este. En dicha zona periférica se originan alteraciones de la actividad
funcional de las neuronas, pero se conserva una actividad metabdlica minima que
preserva su integridad estructural por un periodo de tiempo (Quillinan et al., 2016).
La recuperacién del tejido dafiado periférico, depende del estrés celular impuesto
por repetidas despolarizaciones que ocurren varias horas después del inicio de la
isquemia, asi como por el edema y la inflamacion, las neuronas que sobreviven y
fueron dafiadas por procesos catabdlicos, son rapidamente reparadas (Katsman
et al., 2003).
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Manifestaciones clinicas de la EVC

La principal caracteristica clinica de una EVC es la aparicion subita del déficit
neurolégico focal, aunque ocasionalmente puede presentarse con progresion
escalonada o gradual, todas las manifestaciones, dependen del sitio de afeccion
cerebral (Arauz & Ruiz-Franco, 2012). De acuerdo con Alba (2011), los sintomas
pueden ser puramente sensoriales o motores, pasando por los sintomas

sensomotrices.

Los sintomas frecuentemente diagnosticados son: hemiparesia/hemiplejia, afasia,
dificultad al caminar, pérdida de equilibrio o de coordinacion, mareos, dolor de
cabeza brusco (intenso e inusual, casi siempre acompafiado de otros sintomas), y
pérdida de la vision en uno o ambos o0jos.

Las secuelas motoras constituyen la principal causa de discapacidad, siendo la
hemiplejia la forma mas frecuente, misma que esta sujeta a cambios influenciados
por las complicaciones que surgen durante la evolucion del paciente, esta no debe
ser concebida como la expresion fina y estatica de la EVC; sino que debe
comprenderse como el inicio de un conjunto de cambios en la condicion
neuroldgica, la capacidad funcional y social del individuo, que estad sujeta a
modificaciones por multiples factores (Valdés et al., 2007). Sin embargo, se ha
descrito que posterior a dos semanas, existe una substancial recuperacion de tipo
motor (Wieloch & Nikolich, 2006).
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Clasificacion clinica anatomica y etiopatogenia especificade la

EVC

De acuerdo con el Servicio de Neurologia, Hospital Navarra en Pamplona (2000),

existe una clasificacion de la EVC de acuerdo con diversas caracteristicas como

las manifestaciones clinicas (Tabla 1), la localizacion anatémica (Tabla 2) y por su

evaluacién diagnéstica.

Caracteristica clinica

Descripcion

EVC asintomaético

Lesiones isquémicas sin manifestaciones clinicas, pero con
focalizacion neuroldgica.

Transitorio

Breves episodios de la pérdida de la funcién focal
neuroldgica debido a la isquemia de un territorio cerebral
(Carotideo o vertebro-basilar).

Déficit isquémico
reversible

Disfuncién focal de mas de 24 horas de duracién con
recuperacion posterior.

Infarto con déficit menor

Por la localizaciéon o tamafio deja poca secuela.

Infarto progresivo

Se define como un episodio ictal que evoluciona hacia el
empeoramiento desde su inicio, por el aumento de la intensidad
del déficit o porque se afiaden nuevos déficits quecorresponden

al mismo territorio. El deterioro puede ser gradual o de forma
brusca, las primeras 24 horas son las méas importantes.

Ictus deteriorante

Progresién de la lesién por infeccién hipoxia, alteracion
electrolitica, glucemia, deshidratacion, fiebre o edema.

Infarto establecido

El evento no cambia desde su inicio y durante las primeras72
horas de observacion.

Tabla 1: Clasificacion de la Enfermedad Vascular Cerebral segun los criterios clinicos

Clasificacion de las enfermedades vasculares cerebrales segln los criterios clinicos (Carlsson

et al., 2003). Datos recuperados por el consenso de la IV junta de comité sobre el desarrollo y

manejo del EVC deteriorante (1998).
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Localizacién anatémica Descripcion

Ocurre una pérdida de la funcion neurologica en los territorios
cerebrales irrigados por ramas de la arteria cerebral media;
Infartos en el territorio de laj|generalmente hay hemiplejia, hemianopsia, trastorno de la
carétida interna sensibilidad y desviacion oculo cefalica, trastorno de lenguaje,
asi como una alteracién del esquema corporal segun el
hemisferio cerebral afectado.

Oclusién de ramas superior, inferior o preferentes profundas da
lugar a variantes sindromicas, mientras que la oclusion
trombotica o embolica del tronco principal de la arteria cerebral
media produce déficit masivo grave.

Infarto de la arteria cerebral
media

Se compensa por una arteria comunicante anterior permeable.
Si no existe flujo el contralateral es escaso, de forma que

Inffrt_o de la arteria cerebrallnroducira debilidad de predominio en la pierna contralateral.
anterior

Es la lesion predominante de la porcion proximal u ostium de la
arteria  vertebral extracraneal, es un marcador de
arterosclerosis.

Infarto del territorio
vertebro-basilar

Tabla 2: Clasificacion de la Enfermedad Vascular Cerebral seglin la topografia
Clasificacion de las enfermedades vasculares cerebrales segin la topografia de la lesiény los

sindromes neuroldgicos producidos (Caplan, 1996).

Por dltimo, existen clasificaciones que estan fundamentadas en diversos criterios
de evaluacion diagnéstica, como la validada por la comunidad de Oxfordshire
(1991), con una clasificacion que permite valorar la localizacion, el tamafio de la
lesién, asi como brindar informaciéon precoz, sencilla y de alta probabilidad
(Bamford et al., 1991), prediciendo el tamafio y la localizacién en el estimado de
75% del total de los pacientes.

Este criterio de clasificaciébn establecido por Oxfordshire (1991), reconoce tres
tipos de infartos; en primer lugar, el infarto completo de circulacién anterior
(ICCA), que es descrito como una combinacién de la disfuncién cerebral (disfasia,
discalculia, trastorno viso espacial) con el déficitmotor y/o sensitivo que afecta por
lo menos dos areas (pierna, brazo, cara) ademas de estar en presencia de la
alteracion de la conciencia, asumiendo que se afecté la funcion cortical.

En un ICCA, el territorio de la arteria media cerebral superficial y profunda o el
cerebro anterior son las posibles areas que presentan lesion, ademas de ser un

evento de alta mortalidad precoz y con escasa posibilidad de buena recuperacion
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funcional (Anderson et al., 1994).

En esta clasificacion también se describe el infarto parcial de la circulacion anterior
(IPCA), la localizacion de estos infartos es prevalente en la division superior e
inferior de la arteria cerebral media, estriado capsulares y cerebral anterior,
obedeciendo en su generalidad de un embolismo arteria-arteria o cardiaco
(Oxfordshire, 1991), finalmente, describe los infartos de la circulacién posterior
(ICP) que presentan sindromes como el alterno con participacion de pares
craneales, el déficit sensitivo y/o motor bilateral y la disfuncién cerebelosa; este
tipo de infartos posee un riesgo significativo de recurrencia y una tasa de
mortalidad baja (Anderson et al., 1994).

Otra de las clasificaciones por criterio de evaluacion diagndstica, es la clasificacion
TOAST (1993), donde un diagnostico de EVC arterotromboético, no puede
establecerse si el Doppler o la angiografia son normales o con minimas
alteraciones (<50% de estenosis) (Bladdin & Chambers, 1993). Esta clasificacion
incluye lesiones que tienden a producirse en territorios fronterizos, es decir, entre
las zonas de irrigacion de las dos arterias principales; ademas, se incluyen
arterosclerosis de los grandes vasos, donde se forma una placa que puede ser
vulnerable, capaz de fragmentarse o embolizarse de una arteria a otra,
finalmente, también describe, los cardioembolismos particularmente en
pacientes jovenes o con cardiopatia arterial y la enfermedad de vaso pequefio,

que esta estrechamente relacionada con deterioro cognitivo (Adams et al., 1993).

Lesién por FeClp

Existen condiciones patolégicas donde la acumulacién de hierro en areas
especificas se asocia a desordenes neurodegenerativos (Andersen et al., 2014),
desde un ambiente meramente controlado, existe en la investigacion diversos

modelos animales que permite emular procesos neurodegenerativos.

El modelo de microinyeccion FeCl2 en la cabeza, es realizado para emular un
dafio en la corteza que es reminiscente a la hemorragia subaracnoidea

(Gonzalez-Pifia et al., 2006) Una vez lesionada, se muestra un déficit motor
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temprano, con un incremento de déficit hasta 3 horas después de la

microinyeccion (Figura 3).

5
£ 3 -
4
" . __"'}_ G
- . rupo control
% 3
" 1
£ g — I - i
= 2 .. L7 QO  Grupo lesionado con
[T} FeCl2
=
o
=] 1
0

B 1 2 3 4 5 6

Ti_empc- pcst.cirl;lﬁia (Hrs)

Figura 3: Déficit motor temprano posterior a una lesion de cloruro ferroso (FeCly).

Déficit motor temprano encontrado en las ratas lesionadas y comparado con el grupo control o ratas
operadas simuladamente. Después de tres horas de la cirugia, los animales lesionados mostraron
un aumento significativo en el déficit motor. Tales efectos se observaron durante cuatro horas hasta
pasadas seis horas del post operatorio. Los datos se expresan como media £ E.E.M. Registro basal
(B) previo a las cirugias, simulada o lesionada: Circulo negro, grupo control, circulo blanco grupo
lesionado. Test de U Mann-Whitney * P<0,001, ** P< 0.0001. Recuperada de Gonzalez- Pifia, 2006.

El modelo de microinyeccion funciona gracias a la formacion de radicales libres
potenciada por el hierro (Fe*), promoviendo el dafio neuronal, Fe3+ oly Fe?+, al
reaccionar con lipidos hidroperdxidos que producen radicales libres (Siesjo, 1989).
La administracion intracortical de Fe* tiene por consecuencia una reaccién con el
peréxido de hidrogeno (H202) y el anion superdxido (O2-), para formar radicales
hidroxilos (*OH) a través de la reaccion de Fenton (Fex+ + H.O2 — Fes+ + «OH +
OH-) (Loftspring, 2010; Bueno-Nava et al., 2010; J.-Y. Lee et al., 2010; Andersen et
al., 2014).

A su vez, los *OH y sus productos pueden reaccionar con acidos grasos
poliinsaturados en las membranas celulares, incrementando la velocidad de
peroxidacion en el cerebro, contribuyendo al dafio neuronal, mimetizando los efectos
de una hemorragia subaracnoidea (Figura 4) (Ramos-Languren et al., 2016; Bueno

et al., 2010; (Chen et al., 2014). Se ha descrito que la administracién de 50uM de

22



cloruro ferroso (FeCl2) en la corteza motora, equivale a 40 mL de hemorragia en un
cerebro humano, el promedio de acuerdo a lo establecido en el grupo de Triggs &
Wilmore (1984).

IR

Figura 4: Modelo de Microinyeccién de cloruro ferroso (FeCly)

(A) Representacién esquematica y de seccion coronal que muestra el sitio de microinyeccién en
distintos grupos. (B) Rata lesionada 3 dias post inyeccion (C) Rata lesionada 10 dias pos-
inyeccién, (D) 20 dias post inyeccién (E) escala 50 um. Recuperada de Ramos-Languren y

colaboradores. 2016.

Durante un EVC, la neurodegeneracion del SNC, puede ser una consecuencia
directa al aumento de Fe*, esto debido a que este posee la capacidad de catalizar
la formacién de radicales libres citotoxicos (Arendash et al., 1993), ademas de
inactivar la cadena de respiracién mitocondrial en respuesta del estrés oxidativo
inducido por el Fe* (Hartley et al., 1993). EIl desarrollo de modelos animales con
lesiones por FeClz ha demostrado que estas infusiones causan incremento de Fe
en la sustancia nigra, acompafiado de pérdida neuronal y glial, que est4 asociado
al decremento de marcadores estriatales dopaminérgicos (Arendash et al., 1993).
Asimismo, es importante sefialar que posterior a este proceso inicia un
decremento de la NA pontina, asociado con déficits conductuales observados 3
dias posteriores a la lesiéon, lo que sugiere que la inhibicion remota del puente
puede iniciar 3 horas posteriores a la lesion (Ramos-Languren et al., 2016).

La inervacion de estructuras contenidas en el puente, como lo es LC, siendo la
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principal fuente de NA, asi como, la inervacidon hacia la corteza motora puede
derivar en un decremento noradrenérgico, lo que se traduce en déficits
conductuales (Bueno etal.,, 2010). Los modelos animales causan déficits
cognitivos, motores y sensoriales similares a los de los pacientes en presencia de
un EVC y estudios postmortem en estos especimenes confirman la relevancia del

modelo animal para la condicién humana (Leifer & Kowall, 1993).

Neuroplasticidad

Una de las principales caracteristicas del SNC, es un proceso denominado
neuroplasticidad, que es definida como la potencialidad del SN de modificarse
para formar conexiones nerviosas en respuesta a la informacion nueva, la
estimulacion sensorial, el desarrollo, la disfuncion o el dafo (Garcés-Vieira &
Suarez-Escudero, 2014) y la potencialidad de cambios sinapticos, axonales y
dendriticos, asi como, el incremento de la activacién y la migracion de células
madre endodgenas, las modificaciones en la glia, los procesos inflamatorios y la
angiogénesis (Nudo, 2007), que es mediado por multiples factores, como el grado
de enriguecimiento ambiental, las modificaciones farmacoldgicas o el grado de
distintas lesiones (T. Jones & Schallert, 1994). En resumen, €S un proceso que
representa la capacidad del SN de cambiar su reactividad como resultado de
activaciones sucesivas (Lee et al., 2008). Tal reactividad posibilita que el tejido
nervioso pueda experimentar cambios adaptativos o estructurales, permitiendo asi
su participacién en funciones cognitivas superiores, como la memoria y el
aprendizaje.

Asimismo, la plasticidad es una propiedad de los sistemas biolégicos que les
permite adaptarse a los cambios del medio para sobrevivir, la cual depende
de los cambios fisiol6gicos que ocurran al interior (Komitova et al., 2006). EI SN,
posee una plasticidad altamente desarrollada y evidente en las primeras etapas
del desarrollo, sobre todo en los mamiferos (Lee et al.,, 2008); esta plasticidad
permite dar al SN, restructuraciones funcionales durante dafios o lesiones al tejido,
no obstante, la persistencia de la misma en la adultez en un cerebro sano aun

necesita ser dilucidada.
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Por lo tanto, esto, es un proceso continuo a corto, mediano y largo plazo de
remodelacion de mapas neurosinapticos, que, entre otras cosas optimiza el
funcionamiento de las redes cerebrales durante la filogenia y ontogenia posterior a
dafios del SN,(Duffau, 2006). De esto se deriva la idea de que el proceso de
neuroplasticidad es una de las bases fundamentales de muchas de las estrategias
experimentales de la neurorehabilitacion (Cramer, 2008).

El cerebro es entonces, una estructura que muestra un espectro de capacidades
intrinsecas para reaccionar como un sistema altamente dinamico con propiedades
plasticas. Se espera que produzca modificaciones adaptativas a lo largo de la vida
en su organizacion funcional, dando asi lugar a cambios en el comportamiento v,
especificamente, en las funciones cognitivas superiores (Yukihiro, 2015). A nivel
neuronal, estos cambios plasticos pueden ser visualizados a través de un
incremento del arbol dendritico y del nimero de espinas dendriticas, que mejoran
los contactos sinpticos y en consecuencia la comunicacion entre las neuronas
(Hernandez et al., 2015).

Recuperacion funcional

Si bien, la neuroplasticidad estd mediada mayormente por la experiencia y el
aprendizaje, mdultiples estudios han buscado la relacion central, entre la
denominada recuperacion funcional, la neuroplasticidad y la EVC (Hakon et al.,
2018).

El término recuperacion funcional hace referencia a una regresion de las
condiciones basales del organismo, aludiendo a una patogénesis de la EVC y el
sitio de lesion, que esta influenciada por el entorno, la continuidad de la
rehabilitacion y la motivacion (Anderson etal., 1994). Dicha recuperacion
comienza con el tejido dafado, y depende de las repetidas despolarizaciones
ocurridas posteriores a la EVC, el edema y la inflamacién. Todas las neuronas que
lograron sobrevivir, que son rapidamente reparadas por procesos anabdlicos
(Katsman etal., 2003). Posteriormente, ocurre en la zona peri infartada,
denominada zona de penumbra, que son, sitios primarios de compensacion para

las funciones perdidas, y son dependientes del sitio y tamafio de la lesidn, asi
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como el tiempo trascurrido posterior a la EVC (Wieloch & Nikolich, 2006).
La recuperacién funcional podria ser dividida y definida en tres fases, de acuerdo
con Wieloch y Nikolich (2006):

1) Reversion de la diasquisis, que es la inhibicion de las partes remotas, pero
anatdmicamente relacionadas a la lesion (Feeney & Baron, 1986) la
activacion de la génesis celular y la reparacion del tejido.

2) Cambio de las propiedades de las vias neuronales existentes.

3) La activacion de la plasticidad neuroanatomica, que permite la formacion de

nuevas conexiones neuronales.

Estas dltimas dos fases tienen una relacién directa con el aprendizaje y los
procesos de reaprendizaje, por lo tanto, hay estructuras implicadas en estos

procesos como el hipocampo y corteza.

El hipocampo no solo es una estructura esencial para el aprendizaje y la memoria,
sino que también es comprendido como un sistema modelo en la investigacion
tanto de los mecanismos de plasticidad sinaptica como de los mecanismos de
recuperacion funcional (Moreno Fernandez et al., 2013), ya que, posterior a un
evento de neurodegeneracién, existen mecanismos plasticos de recuperaciéon que
alivian los cambios estructurales en el hipocampo y reducen los déficits cognitivos
inducidos por la isquemia (Ano et al., 2019). Asimismo, el procesamiento espacial
de la informacién recae en el hipocampo dorsal, mientras que el hipocampo
ventral se considera relevante para la regulacion de las emociones (Fanselow &
Dong, 2010). Ambos procesos que se ven directamente afectados posteriores a la
EVC.

Dentro de esta estructura se encuentra contenido el GD, una circunvolucion de la
corteza cerebral localizada en la parte inferior del l6bulo temporal del encéfalo,
gue posee capacidades plasticas (Pérez-Dominguez et al., 2017). Durante un
evento isquémico existen alteraciones en las células granulares del GD, una
marca comun en diversas enfermedades neurodegenerativas (Carmichael, 2006).
Sin embargo, estudios previos sugieren que la recuperacion conductual posterior
al dafo cerebral tiene una relacion con los cambios en los niveles de las

monoaminas del GD (Ramos-Languren et al., 2016).
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Los efectos licitados por monoaminas como la NA y la serotonina (5-HT)?, se han
reportado distales al area directamente afectada, estos cambios toman lugar de
minutos a semanas y juegan un papel importante en la recuperacion post eventos
isquémicos (Ramos-Languren et al., 2016), como se describe en la Figura 5, que
muestra los resultados obtenidos en un modelo experimental, de caminata en
barra, observando que la distancia recorrida en los grupos lesionados disminuia
significativamente, aumentando 6 horas después de la cirugia y se exhibia una
recuperacion 24 horas después, en este procedimiento el puente fue extraido y se
evaluaron los niveles de NA, para mostrar su relacidbn con la recuperacion

funcional (Gonzalez-Pifia et al., 2006).

1) La serotonina (también denominada 5-HT, o 5-hidroxitriptamina), participa en la regulacion del
estado de animo, el control de la ingesta, el suefio y arousal, y en la regulacion del dolor. El
precursor de la serotonina es el aminoacido triptéfano. La enzima triptéfano-hidroxilasa afiade un
grupo hidroxilo, produciendo 5-HTP (5-hidroxitriptéfano) (Carlsson, 2014).
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Figura 5: Modelo experimental de caminata en barra, post lesiéon y recuperacion.

Parametros medidos en las pisadas. Dado que la de la zancada no mostré diferencias
significativas, no se presentan los datos. (A) Porcentaje de cambio con respecto a la linea de base
en la longitud de la zancada, medida cada 6 h durante 48 h después de la cirugia. Se observé una
disminucién importante a las 6 h en los animales lesionados. La recuperacion se observo 24 h
después de la lesién y se mantuvo durante las 24 h siguientes. Los datos se expresan como media
+ E.E.M, U Mann. Whitney (* P< 0.05, ** P< 0.01). Recuperada de Gonzalez-Pifa, 2005.

De acuerdo con Kikuchi y colaboradores (2000), la NA podria poseer un efecto
protector contra los dafios derivados de la lesiébn en corteza motora, por lo que

podriamos decir que la NA juega un papel clave en la recuperacién funcional.

Mecanismos de recuperacion funcional

Los mecanismos de recuperacion funcional son muy diversos y pueden abarcar
desde modificaciones morfolégicas extensas, como los que se observan en la
regeneracion de axones y la formacion de nuevas sinapsis (Donnelly &
Popovich, 2008), hasta sutiles cambios moleculares, como los factores sonic

hedgehog, que regulan la capacidad de proliferar de las neuronas inmaduras.
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Estas modificaciones morfolégicas y cambios moleculares son procesos que
influyen en las nuevas células y en su proceso de maduracién en neuronas o
células gliales (Gage F.H, 2003), ademas de otros factores de crecimiento, como
el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y las neurotrofinas; ambos
factores que pueden alterarse en respuesta a los neurotransmisores (Donnelly &
Popovich, 2008).

Existen una serie de mecanismos fundamentales para la maduracién neuronal, los
cambios estructurales y la recuperacion funcional, que fueron descritos por

Alamancos ( 1993) y seran explicados detalladamente a continuacion:

» Regeneracion axonal: Los axones del sistema nervioso periférico pueden

regenerarse por crecimiento a partir del cabo proximal. Esto es un
mecanismo Uutil, sobre todo para la regeneracion de tractos de fibras largas

como aquellos que actian en la médula espinal.

» Colateralizacién: Ocurre a expensas de axones sanos y concluye en la

regeneracion de nuevas sinapsis. Normalmente la formacion de nuevas
sinapsis es un proceso para remplazar a las sinapsis que se han perdido
por la degeneracion retrégrada de los axones destruidos, también es

conocido como sinaptogénesis reactiva.

» La fosfoproteina GAP-43 (Growth Associated Protein): también llamada F-1

o B-50. Se relaciona con las terminales axdnicas y podria tener alguna
funcién en la transmisién sindptica normal, pero su expresion se incrementa
dramaticamente en axones que se extienden, considerdndose asi un
marcador especifico de axones en crecimiento.

» Autofagia: Funcién que corresponde particularmente a la microglia; este es
un mecanismo catabdlico que preserva a las células de la acumulacién de
toxinas, moléculas y organelos dafiados, ademas de permitir los procesos

de desarrollo y diferenciacion de tejidos.

» Neurogénesis: Es el proceso por el cual se generan nuevas neuronas a

partir de células madre o células progenitoras, seguido de la integracion

funcional de las nuevas neuronas a los circuitos funcionales preexistentes.

29



Estos mecanismos moleculares que permiten la recuperacion funcional pueden
ser mejorados, ya sea de forma enddgena, como el presumible incremento de
BDNF posterior a un EVC, produciendo cambios plasticos (Bengzon et al., 1992),
o por el papel de neurotransmisores, como la NA en la recuperacién post EVC
(Goldstein, 2000). La optimizacion de esta recuperacidn, también puede estar
mediada por la promocion exdgena a estas respuestas enddgenas, como el uso
de farmacos para evitar la inhibicion de NA mediada por los adrenoreceptores a-2

distribuidos en las neuronas del LC (Washburn & Moises, 1989).

Estructuras anatomicas relevantes en el proceso de recuperacion
funcional: hipocampo v GD

El hipocampo es una estructura localizada al interior del I6bulo temporal, que tiene
como funciones principales la formacién de nuevos recuerdos, la memoria
episddica, la memoria espacial y la orientacion espacial. Esta estructura se
encuentra en estrecha comunicacion con diversas regiones de la corteza cerebral
en lo que podria considerarse un sistema hipocampico. Posee tres cortezas: la
corteza perirrinal, la corteza entorrinal y la corteza parahipocampica (Toda et al.,
2019).

Dentro de esta estructura se encuentra contenido el GD, una circunvolucién de la
corteza cerebral localizada en la parte inferior del |6bulo temporal del encéfalo,

una estructura formada por tres capas distintas:

1) La capa molecular (CM), que es una zona relativamente desprovista de
células, donde se encuentran las prolongaciones dendriticas de las células
granulares, algunas interneuronas y las fibras axonicas que forman la via
perforante proveniente de la corteza entorrinal.

2) La capa granular (CG), que esta formada en gran parte por los somas
de las neuronas granulares, asi como interneuronas piramidales.

3) La capa polimérfica o hilus (CP), que es la regidbn mas interna del giro
dentado y donde se encuentran las células musgosas que inervan a las

dendritas de las neuronas de la CG en ambos hemisferios.
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En esta ultima capa se encuentran los axones de las neuronas de la CG, formando
las fibras musgosas que se extienden hacia el area CA3 del hipocampo.

Las proyecciones del GD hacia CA3 son esenciales para la codificacion de la
informacion  (Bartesaghi & Gessi, 2004). ElI GD evita la interferencia en la
recuperacion, imponiendo patrones nuevos de actividad en las unidades
postsinpticas. Si un patron discreto nuevo proveniente de la corteza entorrinal es
almacenando en CA3, necesita ser primeramente recodificado como un patrén de
actividad en el GD, luego transformado por las proyecciones de las fibras
musgosas para ser almacenado en CA3 (Snyder etal.,, 2005). EIl GD permite

separacion de patrones y discriminacion de estimulos (Miller et al., 2020).

La NA. catecolamina necesaria para la recuperacion funcional

Las catecolaminas son un grupo de compuestos que poseen en su estructura el
grupo catecol, las mas importantes son la adrenalina y NA. Las catecolaminas
participan en los mecanismos integrativos, tanto neurales como endocrinos. Por lo
que el sistema nervioso simpatico (SNS) y la médula adrenal conforman una
unidad anatémica y fisiol6gica, conocida como sistema simpético-adrenal. Este
sistema juega un papel fundamental, junto con el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal
(CRH-ACTH-Cortisol), en las respuestas al estrés o al dafio fisiol6gico (Brandan,
2010).

La NA es una catecolamina de doble funcion que se degrada por dos enzimas:

e COMT (Catecol-O-metil transferasa): Enzima que interviene en la
inactivacion de las catecolaminas junto con la MAO, ampliamente
distribuida a lo largo del higado.

e MAO (monoamina oxidasa): Una enzima que regula la degradacion
metabdlica de 5- HT y NA en el sistema nervioso; se encuentra en las

terminales nerviosas presimpaticas.

Derivado de las caracteristicas del sistema simpatico-adrenal, se ha sugerido que
la NA, juega un papel importante en los procesos plasticos de la recuperacion

funcional, dada la distribucion anatémica de esta catecolamina, ya que en el SNC,
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existen siete nucleos productores de NA, que aseguran una larga distribucion de
este neurotransmisor en la mayoria de las estructuras cerebrales (Andén et al.,
1964).

En la Figura 6, se exhiben los nacleos Al y A2, los cuales estan situados a nivel
del bulbo raquideo y proyectan hacia el hipotalamo, el tdlamo, la amigdala, el
septum y la corteza piriforme, formando el denominado fasciculo ventral (Mason,
1979). De igual forma, se muestra el fasciculo dorsal (FD), parte de las
proyecciones noradrenérgicas del LC, una estructura que inerva a la corteza
motora y al cerebelo de forma ipsilateral (Steindler, 1981).

El LC es la principal estructura noradrenérgica, compuesta por aproximadamente
15,000 somas de NA, acumulando un 50% de las células noradrenérgicas y
ubicado en el tronco encefélico, siendo parte de la activacion reticular e inervando
practicamente en su totalidad al SNC, incluyendo los nucleos del rafe, el tAlamo, el
hipocampo y el cerebelo, a excepcién del estriado y del globo pélido; y siendo una
fuente Unica de NA en la corteza (Jonesy al. 1977; Berridge y Waterhouse 2003;
Smith y Greene 2012).

LC: Locus Coeruleus
ATV: Area Tegmental
Ventral

Bulbes
olfactifs

Hypo: Hipotadlamo
Amyg: Amigdala
Ctx: Corteza

Hipp: Hipocampo
FD: Fasiculo Dorsal
FV: Fasiculo Ventral

A2y Al: Nucleos de NA

Figura 6. Proyecciones noradrenérgicas en corte sagital.

Corte sagital de un encéfalo de rata donde se muestra en flechas azules, las proyecciones

noradrenérgicas en el SNC, recuperado de Asensio A.C.B, 2014.

La NA es liberada por las neuronas posganglionares del SNS vy, pertenece a un

grupo que esta habilitado para modular algunas funciones sinapticas, tales como
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la atencion y la activacion de la respuesta; ademas esta relacionada con funciones
como la motivacion, el estado de alerta y vigilia, el nivel de conciencia, la
percepcion de los impulsos sensitivos, la regulacion del suefio, del apetito y de la
conducta sexual y la neuromodulacién de los mecanismos de recompensa,
aprendizaje y memoria (Tellez et al., 1995). Una vez que es liberada en el espacio
extracelular, las acciones de la NA se llevan a cabo a través de la unién a
receptores adrenérgicos, denominados asi por su afinidad por la NA y la

adrenalina.

Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son estructuras proteicas que aparecen insertadas en
la membrana plasmatica atravesada en siete segmentos, poseen un extremo
amino-extracelular y un extremo carboxilo-terminal; ademas transmiten su
sefalizacion a través de proteinas G, en unos casos de forma estimuladora y en
otros de forma inhibidora. Cada uno de los adrenoceptores esta codificado por un
gen diferente y presenta un perfil farmacoldgico caracteristico (Imirizaldu, 2011).
Estas dos propiedades, son las que definen el reconocimiento de un receptor con
una identidad propia, y por lo tanto los diferentes adrenoceptores pueden o no
compartir sistemas de acoplamiento, localizacion anatémica, funciones
dependientes, secuencias mas o menos homoélogas, pero habran de tener un perfil
genético y farmacologico propio para ser reconocidos como tales (Braunewell &
Manahan-Vaughan, 2001).

Los adrenoceptores se clasifican inicialmente en adrenoceptores a y B. Los
adrenoceptores a se subdividen nuevamente en a-1A, a 1B, a-1D. Estos ultimos
estan acoplados a proteinas Gg y secuencialmente a la fosolipasa C (PLC), asi
como a la proteina cinasa C (PKC). Presentan afinidad por la NA, adrenalina y
suelen tener actividad estimuladora, ademéas de guardar una importante relacion
con la movilizacién de las concentraciones de Ca?*.

Los a-2A, a-2B y a-2C fundamentalmente estdn acoplados a proteinas Gi
inhibidoras y, secuencialmente, a la inhibicion en la formacién del adenosin

monofosfato ciclico (AMPCc).
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También estan vinculados a la apertura de los canales de potasio (K*) y el bloqueo
de los canales de Ca?*, usualmente se localizan de forma presinaptica actuando
como autoreceptores en los somas y en los botones terminales de neuronas
noradrenérgicas (Imirizaldu, 2011).

Por otro lado, se encuentran los adrenoceptores 3, que se subdividen en -1, -2y
B-3. Estos se acoplan a proteinas estimuladoras Gs y estimulan la formacion de
AMPc (Imirizaldu, 2011), a través de la activacion de receptores adrenérgicos, se
pueden modificar las propiedades de las neuronas hipocampales a partir de la
alteracion de la excitabilidad celular o de las modificaciones a nivel sinaptico, y se
ha evaluado el efecto de la activacibn de receptores adrenérgicos sobre la
potenciacion a largo plazo (LTP) o la depresiéon a largo plazo (LTD); ambos
modelos fuertemente asociados con neuroplasticidad, aprendizaje y memoria
(Braunewell & Manahan-Vaughan, 2001).

En el hipocampo, los receptores adrenérgicos estan expresados de forma
heterogénea (L. S. Jones et al., 1985). Por ejemplo, se ha detectado el mMRNA de
los receptores a1A/D en la region del CA1 al CA4, en las células granulares del
GD vy en el hilus (Pieribone etal., 1994). Los receptores a1l incrementan los
niveles de Ca?* a partir de la activacion de Gg, generando un aumento de IP3 y
liberacién concomitante de Ca?* desde el reticulo (Docherty, 2010). El receptor
adrenérgico a1 se localiza postsinapticamente en las neuronas CA1-CA3 del
hipocampo (Scheiderer et al.,, 2004) y estimula la actividad de la PLC. Por el
contrario, los receptores adrenérgicos a2(A) a nivel del hipocampo estan
presentes en algunos astrocitos que, a su vez, estan localizados
presinapticamente en terminales catecolaminérgicas y no catecolaminérgicas, y
postsinapticamente en las espinas dendriticas de las neuronas piramidales y
granulares del hipocampo (Milner et al., 2000). Particularmente, el GD posee una
alta densidad de receptores de NA, recibiendo una prominente entrada
noradrenérgica gracias al LC (Sara, 2009), derivado a esto, es posible observar
alteraciones en el GD y en las células granulares en presencia de enfermedades

neurodegenerativas (Parent, 2007).
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Papel de la NA en larecuperacion funcional

Las proyecciones noradrenérgicas originadas del LC, son un factor critico en la
progresion de las enfermedades neurodegenerativas, ademas de que
consecuentemente se ha propuesto que la deficiencia en el sistema
noradrenérgico originado del LC es un factor decisivo en la patogénesis y
progresion de los desdrdenes centrales degenerativos (Colpaert, FC, 1994). Por
lo tanto, es posible plantear que el sistema noradrenérgico es critico en la
operacion de mecanismos compensatorios que influyen en la recuperacion y/o
promueven procesos neurodegenerativos (Martel et al., 1998); al ser la NA una
monoamina ampliamente distribuida en el SNC, es un importante modulador de
estructuras y su plasticidad, como es el caso del hipocampo, lo que hace posible
la recuperacion conductual por la distribucién de su innervacién (Ramos-Languren
et al., 2016) (Figura 7).

Es por esto que los factores de inhibicion de la NA, como son los
adrenoreceptores a2 distribuidos en las neuronas del LC, pueden modificar el
proceso de recuperacion funcional en las zonas inervadas, como lo es, la corteza
motora, el cerebelo, el hipocampo, entre otras (Washburn & Moises, 1989).
Considerando que en ratas adultas, derivado a la distribucién de los receptores
a2, hay una posible inhibicion de un 96% de la liberacion de NA (Gonzélez-Pifia,
2007), la ausencia de la liberacion de estas monoaminas puede modificar la
recuperacion funcional de tipo motora posterior a una lesion cerebral (Ramos-
Languren etal., 2016). En la Figura 7, se muestran los efectos provocados
posteriores a una inyeccion de FeClz, la directa disminucion pontina de NA, asi
como una disminucion en los niveles de GD pareado a una pobre respuesta
motora.

Es por esto, que es necesario modificar los procesos de inhibicion de la NA.
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Figura 7. Efectos provocados por la NA post lesiéon en puente y giro dentado.
Niveles de NA contenida en ambos hemisferios del puente post lesion (A) y en el GD (B), ambos 3
dias post-lesion. (Abreviatura SH3D, definido como grupo control e INJ3D como grupo lesionado,

ambos tres dias post lesién). Recuperado de Ramos-Languren et al, (2016).

Efaroxan

El efaroxan (EF) [2-(2-Ethyl-2,3-dihydro-1-benzofuran-2-yl)4,5-dihydro-1H-
imidazol], un farmaco derivado de la imadazalina, de actividad mayoritariamente
antagonista de los receptores a2 adrenérgicos y de baja afinidad nano molar;
Generalmente posee una concentracién de 100 mL, con un pH de 7.4 con NaOH,
es selectivo a los ligandos antagonistas de los adrenoreceptores 02, y posee
buena biodisponibilidad seguida de una administracion sistémica (Doxey et al.,
1983).

Al ser parte de la familia de las imadazalina, esta involucrado en funciones como
la regulacion de la presion sanguinea, la antinflamacion, la hiperglicemia, las
actividades antitumorales y la funcion cognitiva, ya que los receptores de las
imadazalinas estan involucrados en la regulacion de estas funciones (Doxey et al.,
1983). Por lo tanto, es uno de los mas involucrados en el funcionamiento humano
(Rusu-Zota et al., 2019).

El uso de farmacos antagonistas selectivos al receptor a-2 adrenérgico, como el
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EF, incrementan la liberacion de NA al bloguear sus autoreceptores inhibitorios,
desinhibiendo el sistema noradrenérgico en los cuerpos celulares de las neuronas
noradrenérgicas, revirtiendo los déficits cognitivos en roedores y mejorando
mecanismos de la recuperacién funcional (Rizk etal., 2006). El sistema
noradrenérgico del LC estimula también la formacion reactiva de astrocitos en
respuesta a la lesion del SNC, y es indispensable para la reparacién celular por
una amplificacion del factor neurotrofico y la receptacion del neurotransmisor por
parte de la glia en su estado reactivo, lo que permite inferir que los receptores
noradrenérgicos estén modulando el soporte tréfico originado en las células
gliales, y contribuyendo al potencial neuroprotector de los antagonistas del
adrenoreceptor a-2 (Eddleston & Mucke, 1993).

El EF, es un farmaco que regula funciones cognitivas, como se describe en la
Figura 8, donde al utilizar un modelo experimental de patrén conductual, un
laberinto en Y, se busca observar los efectos de esta sustancia en funciones
neurocentrales, al mostrar el nUmero de veces que una rata en tratamiento crénico
de EF o Idazoxan (IDZ), un farmaco también de la familia de las imadazalinas que
es también un antagonista de los receptores a-2 noradrenérgicos, y como se
modifica funciones como la memoria espacial, en contraste con grupos controles,

esto en cerebros sanos.
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Figura 8. Efecto del Efaroxan y el Idazoxan en la regulacion de las funciones neurocentrales.
Efectos de IDZ (rojo) y EFR (azul) en la prueba de laberinto de Y en términos del nimero de
retrocesos dentro del mismo brazo. Los valores se expresan como media + error estandar de la
media. *p<0,05, **p<0,01. Recuperado de Rusu-Zota, (2019),

Desde una perspectiva que intenta comprender los mecanismos de recuperacion
funcional y la relacion con el EF, es necesario revisar literatura como la descrita
por Stone (1993), donde se mostraba que el efaroxan exhibia un efecto
neuroprotector del adrenoreceptor a-2 en modelos in vivo de la enfermedad
Huntington e isquemia, este tipo de farmacos antagonistas son potentes y
selectivos a ligandos de los adrenoreceptores a-2, ademas de tener buena
biodisponibilidad central, poseer efectos protectores y Optimos para bloquear los
efectos mediados por dichos receptores (Renouard et al., 1994).

Aunado a esto, estudios realizados por Martel et al (1998), apoyan la idea
del uso de farmacos antagonistas como aquellos derivados del imadazalinas, tales
como el IDZ y el EF, en tratamientos repetidos para observar una reduccién en
los indicadores conductuales y bioquimicos inducidos por la excitotoxicidad, asi
como, estudios realizados por Tellez (1995), que demostraron que la
administracion de EF es capaz de producir un incremento robusto, sostenido y
dependiente de la dosis, del flujo endégeno de acetilcolina en la corteza media pre

frontal, por la inervaciéon del sistema noradrenérgico, este farmaco tiene una
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relacion directa en la reverberacion, el aprendizaje y la conducta motora.

Por lo tanto, el EF, ha mostrado tener efectos neuroprotectores en la
devascularizacion, neurodegeneracion y aliviando cambios estructurales en el
hipocampo, removimiento los déficits cognitivos inducidos por la isquemia en rata,
asi como las lesiones excitotoxicas producidas en la region basal magnocelular

y la region central (Ano y Haya, 2019).

En resumen, considerando cada antecedente previamente descrito, existe la
probabilidad que la recuperaciéon funcional pueda estar mediada por un aumento
de la neurotransmisién noradrenérgica, ya que puede reducir factores asociados al
dafio producido por la EVC, mejorando los mecanismos plasticos y la respuesta

conductual.

Justificacion

La EVC es un problema de salud publica, de acuerdo con el Estudio Global de
Burden (GBD, por sus siglas en inglés) (2013), en los paises de ingreso medio a
bajo la incidencia de EVC incrementé tres veces mas, entre los afios 1990 al 2013,
con un total de 4.85 millones de muertes, en contraste con los paises de ingreso
alto. De acuerdo a la Asociacién Nacional de EVC (NSA, por sus siglas en inglés) ,
durante los primeros 5 afios post-EVC, 2 de cada 10 mujeres y 4 de cada 10
hombres experimentan un EVC recurrente (Ostwald et al., 2013), por lo que ha
cobrado interés en los ultimos afios los estudios relacionados a los mecanismos de
la EVC, ya que se incrementa la mortalidad, y tiene un impacto directo en la
discapacidad, aumentando la solicitud de servicios de salud lo que genera pérdidas
econdmicas (Ostwald et al., 2013).

Siendo asi la EVC, la principal causa de discapacidad en adultos, en paises
desarrollados, debido a que genera secuelas fisicas, cognitivas, conductuales y
emocionales (Bar & Hemphill, 2011); siendo las secuelas motoras la principal causa
de discapacidad, y la hemiplejia la forma mas frecuente, con un 73.63% de casos
reportados con complicaciones asociadas a la misma (Valdés etal.,, 2007).
Adicionalmente, en las dultimas décadas, México ha experimentado cambios

epidemiologicos relevantes, los cuales se han caracterizado por un incremento en el
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namero de adultos mayores, asi como el aumento de la prevalencia de hipertension
arterial y diabetes mellitus, los cuales podrian incrementar la incidencia de EVC en
los proximos afios (Manrique-Espinoza et al., 2013). Es por esto, que una de las
prioridades en materia de investigacion en salud publica en México deberia ser el
entendimiento y manejo de los mecanismos celulares que subyacen a la
recuperacion funcional de la EVC, con el fin de dilucidarlos mejor y brindar
estrategias farmacoldgicas, a partir de modelos experimentales, que analicen el
funcionamiento de distintos farmacos en dicha recuperacion.

En esta tesis, se evalu6 el papel del EF, farmaco con accidon antagonista a los
receptores a2 noradrenérgicas, para conocer la relacion que tiene la liberacion de la
NA en la promocién de la recuperacién funcional y los procesos plasticos, esto
analizando los niveles de NA pontina y en estructuras inervadas necesarias para la

plasticidad como el GD y la relacion con la respuesta conductual motora.

Todo esto, basado en literatura que sustenta el papel de la NA en la recuperacion
funcional y la posible reversion de la diasquisis, desde el trabajo realizado por
Wieloch y Nikolich, (2006), que habla de la substancial recuperacion motora post
isquemia 2 semanas después del infarto, una vez disminuido el dafio en la zona de
penumbra, y en los estudios realizados por Ramos-Languren (2016), donde se
observé una recuperacion morfolégica diez dias después de una microinfusion de
FeCl2 , y un aumento en los niveles de NA contenidos en el GD en ambos
hemisferios y que muestra una curva de mantenimiento hasta veinte dias después.

Ademas, considerando la informacion dada recientemente por Rusu-Zota (2019),
que plantea al efaroxan como un posible farmaco neuroprotector en la
devascularizacién, neurodegeneracion y que mejora los cambios estructurales en el
hipocampo, removiendo déficits cognitivos inducidos por la isquemia y la revision de
la literatura de Martel (1998), que promueve la idea de que la liberacion del sistema
noradrenérgico es un factor critico para la progresion o reversion de las
enfermedades neurodegenerativas, por lo que se espera que el bloqueo presinaptico
de los autoreceptores de tipo inhibitorio a2 adrenérgicos, desinhiba al sistema y

facilite la liberacion de la NA , promoviendo asi procesos de recuperacion funcional.
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Pregunta de investigacion
¢,Cuales son las diferencias en los efectos producidos por las administraciones

cronica y aguda del antagonista noradrenérgico EF, en la recuperaciéon funcional

tras una lesion cortical en ratas adultas?

Hipotesis

K2
L ¥4

2
L ¥4

Existe un déficit sensoriomotor inducido por la lesion y es posible evaluarlo
a partir de pruebas conductuales.

Posterior la lesion disminuyen los niveles de NA pontina y por lo tanto en
area inervadas como el GD y esto sera cuantificable en ambas areas.
Se presenta un déficit motor/sensoriomotor, que tendra relacion con los

niveles de NA y podra ser cuantificable.

Hay diferencias en el grado de eficacia en la recuperaciéon entre los
tratamientos cronicos y agudos; y sera la administracion cronica la que
tenga efectos significativos en la recuperacion funcional, aumentando los
niveles de NA pontinos y en GD, lo que favorecera a la recuperacion de la
conducta motora.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar el papel del farmaco antagonista de la recaptura de la NA, en la

recuperacion funcional ante el dafio cortical motor inducido por FeClz, en ratas

adultas.

Objetivos especificos

Evaluar el déficit sensoriomotor posterior a una lesién cerebral, inducido por
la administracion intracortical de FeClz.

Cuantificar los niveles de NA en el GD y puente cerebral.

Comparar el grado de eficacia de recuperacion entre el tratamiento cronico
y agudo.

Cuantificar la relacion que existe entre el déficit sensoriomotor/motor

presentado por los animales y los niveles de noradrenalina en puente y GD.

41



Método

Animales

Se utilizaron 71 ratas Wistar macho de entre 250 a 300 g, alojadas en cajas de
acrilico estandar para rata en una sala con ciclo invertido de luz/obscuridad con

acceso a comida y agua ad libidum.

Los animales fueron tratados de acuerdo con la guia para el cuidado de animales
de laboratorio (Olfert y colaboradores 1993), también segun las directrices éticas
del INNNMV (Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Departamento de
Medicina Veterinaria) (Protocolo: INNN, 88/18) y de acuerdo con las
especificaciones para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999).

La lesion cortical se realizé mediante una administraciéon de FeClz (Sigma-Aldrich)
con un vehiculo de solucion liquido cefalorraquideo (LCR), y se asignaron
aleatoriamentea los siguientes grupos:

1) Vehiculo con liquido cefalorraquideo: Veh+ aCSF (n=17)
2) Vehiculo con Efaroxan: Veh +EF (n=18)

3) FeClz con Liquido cefalorraquideo: FeCl2 +aSCF (n=18)
4) FeCl2 con Efaroxan: FeClz +EF (n=18)

Los animales que fueron sometidos a un tratamiento de Efaroxan (Sigma-Aldrich)
utilizaron LCR artificial como vehiculo. Los animales fueron distribuidos

aleatoriamente por grupo para su analisis de catecolaminas o histologia.
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Cirugia Estereotaxica para implantacién de canula

Las ratas que alcanzaron un peso entre los 280 y los 320 g (12 semanas post
natales), fueron anestesiadas con ketamina y xilacina (50 mg/kg) y fueron
montadas en un estereotdxico (Stoelting Corp. Wood Dale, IL, USA).
Posteriormente fueron sometidas a una cirugia con el objetivo de inducir una lesion
en la corteza motora con FeClz, esto mediante un procedimiento de canulacion,
tomando en cuenta las medidas necesarias, considerando que este procedimiento
es de dolor moderado puesto que se encuentran nocioceptores en la piel, el
periostio y las meninges.

La rata fue posicionada en el marco estereotaxico y mas tarde fijada en el marco,

se le expuso el cuero cabelludo y se le realizdé una antisepsia del area utilizando

fluorazin al 10 %. Una vez efectuada la incision de la piel, se efectud el corte de la

galea aponeurdtica siguiendo la misma direccion que el corte cutaneo y, una vez

seco e identificado el punto bregma, se realiz6 un trépano en el punto donde se

tenia que introducir la canula, alli se tomé la coordenada basal de profundidad y a
partir de esta se desciende suavemente dentro del encéfalo, hasta la profundidad

establecida la lesién en las coordenadas (AP:-2,ML:-2,DV:-1), correspondiente al

area del miembro contralateral posterior, area que nos permitié obtener evidencia

conductual sobre la lesion; pues al realizar una lesion en el miembro posterior

contralateral, emula una hemiplejia propia de una EVC.

Para que las canulas queden completamente inmoviles, fueron incluidas en un

implante acrilico que se fij6 en el craneo por medio de un tornillo que queda

firmemente adosado al crdneo, en una distancia nho mayor a 1 cm del sitio de

colocaciéon de la canula.
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Cuidados pre y post quirurgicos

Antes de realizarles la cirugia se administré via subcutanea 10 Ul de lidocaina
(Pisacaina®), anestésico local de eficacia ultra rapida, en el area en la que se les
realizo la incision, para asegurar que el animal no presentara algun reflejo de

dolor.

Una vez terminada la cirugia, se administr6 3 mL de solucion salina isotonica via
intraperitoneal para la recuperacion de liquidos y la aceleracion de la
metabolizacion de los anestésicos, asi como Furacine ® tdpico para prevenir
infecciones. Los animales se mantuvieron a una temperatura constante de

alrededor de los 37°C a través de un colchoén térmico.

Administracion créonica del farmaco
Por veintiln dias consecutivos antes del sacrificio a todos los animales se les

administré una inyeccion intraperitoneal diaria de EF (0.63 mg/kg), dosis
establecida por Rizk (2006).

Administracién aguda del farmaco

El tratamiento agudo consistié en una Unica inyeccion intraperitoneal de EF (0.63

mg/kg), dosis establecida por Rizk (2006), una hora después de la cirugia.

Evaluacién motora y somato sensorial
Esta evaluacion fue descrita por Garcia et al (1995), y consta de dos valoraciones

motoras y dos somatosensoriales para estimar la simetria del movimiento de los
cuatro miembros de la rata. Los dominios que toma esta prueba son cuatro, a
saber: a) simetria en los movimientos de las cuatro extremidades, b) Agarre, c)
propiocepcion y d) respuesta al tacto de vibrisas (Figura 9). Los primeros dos
pardmetros evalian motricidad, mientras que los dos Ultimos evallan
somatosensacion.

Las valoraciones motoras se dividen en dos pruebas. La primera permite estimar
la simetria del movimiento de los cuatro miembros, y el procedimiento consiste en

44



tomar de la cola a la rata y levantarla totalmente, para observar la simetria de la
extension. La segunda prueba aplicada es la de agarre, basada en que
normalmente la rata se agarra con las cuatro patas cuando se le coloca sobre la

tapa de su caja y esta es volteada.

Las evaluaciones somatosensoriales, por su lado, se subdividen en la evaluacion
de la propiocepcion del cuerpo, donde la rata se toca con un lapiz en cada costado
y se observa la reaccion al estimulo, y la prueba de toque de vibrisas, donde se
realiza un roce a cada lado de las vibrisas con un lapiz, aproximandose desde la
cola hacia adelante, para evitar que entre en su campo visual.

Cada uno de los dominios se califica del 1 al 3, donde 1 significa un mayor
deterioro y el 3 un menor deterioro. Al final de la evaluacion, los puntajes de los
dominios son sumados, teniendo por minimo un puntaje de 3 y como maximo un
puntaje de 12. Un mayor puntaje indica una menor deficiencia sensoriomotora y

motora (Tabla 3).
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Cualidad Descripcion Puntaje
Al suspender al animal, los cuatro miembros se extienden 3
simétricamente.
Los miembros de un lado se extienden mas o menos 2
lentamente que los del otro lado o se observa una extension
] i lenta de los cuatro miembros.
Simetria Los miembros de uno u otro lado muestran una cantidad de 1
movimientos muy limitada.
Los miembros posteriores de uno o ambos lados no presentan 0
movimientos.
Al hacer girar la rejilla, la rata se agarra con las cuatro patas. 3
Agarre Uno o los dos Iado§ estan alterados mientras el animal se 2
agarra o bien se agarra defectuosamente.
La rata tiende a caerse. 1
La rata reacciona volviendo la cabeza hacia el lado donde 3
recibe el estimulo y esta reaccion es igual en ambos lados del
Propiocepcion cuerpo.
La rata reacciona lentamente al estimulo en uno o ambos 2
lados.
La rata reacciona lentamente al estimulo en uno o ambos 1
lados.
La rata reacciona volviendo la cabeza hacia el lado del 3
estimulo y esta reaccion es igual en ambos lados del cuerpo.
Vibrisas La rata reacciona lentamente al estimulo, independientemente 2
del lado estimulado.
La rata no responde al estimulo en uno o en ambos lados. 1

Tabla 3. Codificacién y puntaje de la prueba sensoriomotora y motora.
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Figura 9. Evaluacion motora y somatosensorial A la izquierda superior, se muestra la prueba motora
de simetria de los cuatro miembros, cuyo procedimiento consiste en tomar de la cola a la rata y levantarla
totalmente para observar la simetria en el movimiento de las cuatro extremidades. A la derecha superior,
se observa la prueba de agarre, basada en la norma del agarre de cuatro patas cuando se coloca sobre la
tapa de alambre de la caja y esta es volteada. A la izquierda inferior, se muestra la prueba de
propiocepcion, la cual consiste en dar un estimulo sensorial en un costado de la rata y observar la
respuesta, que deberia estar dirigida hacia el lado donde recibe el estimulo. Finalmente, a la derecha
inferior, la prueba de toque de vibrisas, esta prueba sensoria consiste en dar un toque suave en las
vibrisas de la rata y esperar que su respuesta sea un giro de cabeza hacia el lado donde recibié el toque,
esta respuesta debe ser simétrica. Basada en la evaluacion descrita por Garcia et al (1995).

Evaluacion motora espontanea

La actividad motora espontanea fue registrada utilizando el sistema automatizado
de monitoreo de actividad Auto-Track Opto-Varimex (Columbus Instruments,
Columbus, OH, USA), acoplado a un sistema de fotoceldas y a un software capaz
de distinguir diferentes patrones de movimiento en los animales. El equipo esta
instalado dentro de una camara anecoica que evita ruidos externos que puedan

distraer al animal.
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Las caracteristicas fisicas del sistema de monitoreo son de 42.2 x 42.5 x 20.5 cm.

Como parte de las medidas que ofrece este sistema son:

e Distancia viajada (calculada en cm).
e Tiempo de reposo (segundos).
e Conducta estereotipica (segundos).

e Conducta ambulatoria (segundos).

Se consideré el tiempo de descanso como el tiempo total menos el tiempo
ambulatorio y estereotipico. Esta evaluacion se llevé a cabo en todas las sesiones
de ambos tratamientos (agudo y cronico). Los resultados de la distancia recorrida
se expresaron en porcentajes, considerando como un 100% al promedio en
centimetros del total recorrido en la linea base, es decir, lo recorrido en la sesion 1

de ambos tratamientos (Figura 10)

Activity

Distance Traveled (eml [ ggQ

Fiesting Time 127
Ambulatory Time 123
Stereotypic Time [ =0

Bursts of Stersatopy [ a0

Counts

K Horizontal Courts [ b
R Ambulatoy Counts [~ 510
=4 Horizontal Interupts Iiu
Clockwise Rotatiors [ 8
CounterClockwise Rot. [ g

Z Yertical Counts [ Tw
2 Vettical Intertupts [ 2
W Wertical Counts 0
W Wertical Intemupts 0
x [~ ShowBeams [ Freeze
Select Cage
Clear Back

Figura 10. Evaluacién motora espontanea Sistema de rastreo para la evaluacion de la actividad
motora espontanea. Nota: Arriba: Camara de registro del Opto-Varimex; Debajo: Mapa de registro de
actividad motora espontanea.
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Modelos experimentales

La presente tesis, realizd6 dos modelos experimentales, con administracion del EF
de tipo agudo y crénico, para hacer un analisis comparativo de las diferencias
producidas por ambos modelos en la recuperacion funcional tras la lesién cortical
en ratas adultas, estos se desglosan en los esquemas siguientes (Esquemas 1y
2).

Modelo Agqudo

A Sesioén 6 (3 dias
A después)
Sesién 5 (6 o
Sacrificio

A - hrs después)
Sesion 4 (3hrs

A después de la
Salinaip o microinfusién)
A = Efaroxan ip.
Sesion 3 (0 min

A después del a
Sesion 2 (3hrs microinfusion)
A previa a la
Cirugia microinfusién)
Sesion 1
(Previa a
cirugia)

Esquema 1: Modelo agudo de administracion de EF posterior a una lesion cortical de FeClz, en ratas adultas.
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Modelo crénico

Sesién 7 (3 dias
D
Se5|on 6 (6 espués)
Sacrificio
Sesién 5 (3 despues)
hrs
Se5|on4 (0 después)
despues de
salina la m.inf)
Sesién |nftraper|tonea| o
i6 Efaroxan ip por
3(3hrs
Sesion 2 (0 ( S
min
después

i antes de
Cirugia 5 la m.inf)
Sesion 1 dela
(PreV|a a cirugia)
cirugia)

Esquema 2: Modelo crénico de administracion de EF posterior a una lesion cortical de FeCl2, en ratas adultas.

Al final de los experimentos, las ratas fueron anestesiadas con fenobarbital (25
ml/kg i.p.) y perfundidas transcardialmente con buffer de salina 0.1% NaNOs y
heparina (5U/ml), seguido de una perfusién al 4% de paraformaldehido (pH 7.4).
Posteriormente, el cerebro fue retirado y fijado con una solucién de fijacién por 2
horas a 4°C, y fue protegido con criogenia en una solucién al 15% de sacarosa en
agua destilada durante dos dias. Finalmente, el cerebro fue cortado en

secciones coronales de 25 um a lo largo del cerebro, utilizando un vibratomo.
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Analisis histolégico

Para verificar y examinar el dafilo que se hizo en corteza motora primaria
representativa de la extremidad posterior, dos animales extra por grupo (Sham y
lesion), fueron sacrificados y procesados para la tincion de Perls.

La tincion de Perls es uno de los mejores métodos para conocer las reservas de
Fe*, que se encuentran en forma de hemosideina y ferritina, importante para el
diagndstico de patologias hematoldgicas, esta técnica pone en evidencia la
presencia de complejos insolubles de Fe* por la formacién de un precipitado
coloreado (azul de Prusia). La intensidad del color es un paradmetro cualitativo y su
utilidad es evaluar las reservas de Fe* al permitir una semicuantificacion de los
depositos (Crudo et al., 2016).

Se realizaron cortes coronales de 30 um de espesor, a la altura de la corteza
motora primaria, con la ayuda de un vibratomo; los cortes fueron colocados sobre
portaobjetos bafiados en solucion de gelatina y sulfato de cromo.

Una vez montados los cortes en las laminillas gelatinizadas, se sumergieron
durante 2 minutos en agua bidestilada para hidratar el tejido. Posteriormente, se
deshidrataron al sumergir las laminillas en alcohol etilico (EtOH) al 70%, 95% y
100%, cada uno por 2 minutos, y una vez mas en sentido contrario, es decir, al
100%, 95% y 70%, en ese orden.

Finalmente, fueron sumergidos por 4 minutos en tincién de Perls (0.1%), pasando
una vez mas por los alcoholes durante 2 minutos cada uno, y, por ultimo, fueron
lavados en Xilol durante 2 minutos. Las muestras se cubrieron con el medio de
montaje del Balsamo de Canada y un cubreobjetos.

Una semana mas tarde, se limpiaron las muestras de posibles impurezas
producidas por el balsamo con el uso de Xilol y limpia vidrios. Se realizé una
observacion de las muestras mediante un microscopio Carl Zeiss Pluss, mientras
gue para capturar las imagenes se utilizé una camara modelo Axioskop 2,

tomando capturas con los objetivos 10X y 100X (Figura 11).
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~ aCFS

Figura 11. Tincidn de Perls para verificar la administracién de cloruro ferroso. Fotografia
tomada por Axioskop 2 para confirmar la administracion de cloruro ferroso enla corteza motora
mediante la tincién de Perls, escala 50 um.

Diseccion de GD v puente

Al finalizar la dltima evaluacién motora, ratas de cada grupo fueron seleccionadas
para su sacrificio por decapitacion, los cerebros fueron removidos del craneo y
colocados en soluciones de buffer salina de fosfato (PBS, por sus siglas en
inglés). Posterior a esto, y con el objetivo de obtener el GD, el cerebro, fue
colocado en una placa de Petri que contenia PBS y el cerebro fue cortado a lo
largo de la fisura longitudinal del cerebro utilizando un cuchillo quirdrgico, para
separar ambos hemisferios, seguido a esto, se realiz6 un corte en las regiones

posteriores a lambda (mesencéfalo, romboencéfalo y cerebelo).

El hemisferio cerebral disectado se coloc6 con la cara medial hacia arriba y con
pinzas, se extrajo el diencéfalo, exponiendo el lado medial del hipocampo y
permitiendo la visualizacion del GD, de facil distincion por el espacio entre el CA.
Se utilizaron agujas de calibre 27, en cada lado del limite del GD que fueron

deslizadas superficialmente a lo largo del eje septo temporal para recoger el GD.

De igual forma el puente fue obtenido, particularmente en la region
correspondiente al LC, primeramente la region del tronco recibié un corte y con el

uso de pinzas tipo férceps se transfirid a una placa de Petri, la muestra fue
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orientada hacia la superficie dorsal para la localizacion aproximada del LC,
teniendo como referencia el limite entre el cerebelo y el coliculo anterior, un corte
a partir de la médula permitio dividir el puente en izquierdo y derecho, el tejido fue
recolectado en tubos que contienen 0.5 ml de &cido percloridrico (0.4 N) con 0.1%
de sodio metabisulfito. Los tejidos fueron homogenizados y centrifugados a 15,000
rpm por 10 minutos a 4 grados. El sobrante fue filtrado y almacenado a -70 grados

hasta la realizacion del analisis cromatografico.

Analisis cromatografico de NA

El contenido del NA fue analizado empleando cromatografia liquida de alto
rendimiento y un detector electroquimico (BAS modo LC-4B, West Lafayette, IL).
Los picos fueron integrados en una computadora con un programa Perkin-Elmer
1020 Plus. Finalmente, para que fueran determinadas las concentraciones de
NA, el cromatografo de las muestras fue interpolado con las 4 muestras estandar
con concentraciones ya conocidas, utilizando una columna analitica para
catecolaminas (ALLTECH, adsorbosphere C18 100x4.8 mm, 3 um de tamafio de
(0.1 mM, pH 3.2) que contenia 0.2 mM de sulfato de octilo sodico, 0,1 mM
deEDTA y 15% v/v de metanol. La tasa de flujo fue de 1.2 ml/minuto, mientras que

el potencial fue fijado a 0.65 v contra un electrodo de referencia Ag/AgCI.
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Analisis estadistico

Antes de seleccionar las pruebas estadisticas para trabajar, se observo la
naturaleza de los datos, su nivel de medicion, la homogeneidad de varianza y su
comportamiento en comparacion con la curva normal.

Después de evaluar sus caracteristicas descriptivas se optd por utilizar una prueba
de U Mann-Whitney para datos no relacionados, para evaluar las diferencias entre
grupos en las pruebas conductuales. La actividad motora espontanea fue
analizada con la prueba de ANOVA de un factor con HSD de Tukey como prueba
post hoc.

Las diferencias entre grupos de los receptores a-2 adrenérgicos se analizaron
mediante ANOVA de una via, seguida de pruebas post hoc de HSD de Tukey.
Ademas, el andlisis de las concentraciones de NA en el GD y puente segun el
tratamiento (agudo o crénico), y la localizacion de la estructura (ipsi o contralateral
a la lesién) se llevé a cabo con un ANOVA de tres factores y la prueba post hoc de
Tukey.

Finalmente, se realizé un analisis de correlacion de Spearman entre el rendimiento
sensoriomotor presentado por los animales y el cambio en los niveles de NA en

puente y GD. Los datos son expresados como la media £ E.E.M.
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Resultados

Al término de los protocolos experimentales agudo y crénico, se analizaron los
resultados obtenidos en las evaluaciones motoras, la del tipo motor y
sensoriomotor, descrita por Garcia et al (1995), cuyos dominios motores evallan
simetria del movimiento y tonicidad del movimiento (agarre), ambos, procesos
asociados a las proyecciones eferentes noradrenérgicas del LC en CM (Gaspar et
al, 1989) y, su relaciobn con el crucial papel del Fe* en enfermedades
neurodegenerativas caracterizadas por sintomas extrapiramidales (Apostolakis,
2004); y las evaluaciones somatosensoriales, cuyos dominios describen la
propiocepcion y la reaccion al estimulo, ambos procesos que se ven alterados
posterior a una EVC (Arauz & Ruiz-Franco, 2012) y que probablemente estén
asociados a los efectos ascendentes de las eferencias del LC, es decir a la
relacion que tiene el sistema noradrenérgico con la respuesta fasica al estimulo y
la reorganizacion dinAmica para la recoleccion y procesamiento de la informacion
ambiental (Bouret & Sara, 2005).

Asi como la prueba optovarimex, un programa conductual establecido para
entregar resultados medibles y visualizados del movimiento ambulatorio en ratas,
facilitando la digitalizacion de los resultados y la deteccion de cambios inmediatos.
En esta tesis se utilizé el farmaco EF, en una dosis de 0.63 mg/kg administrado de
manera intraperitoneal, que es un farmaco antagonista de los receptores a2,
mismos que son los mas afines a NA, permitiendo aumentar los niveles de dicho
neurotransmisor, efecto clave para mantener la recuperacion (Calderén et al,
2018). El EF, ha demostrado aumentar los niveles de AMPc un regulador
hormonal, segundo mensajero y regulador intracelular, participe de los
mecanismos compensatorios en la recuperacion (Abe, 2020), aunado a esto,
algunos estudios previos sugieren que en conjunto con drogas simpatomiméticas,
pueden funcionar como protectores en contra de los efectos inducidos por el dafio

en corteza (Hylin et al., 2017).
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Tratamiento Agudo
Los resultados provenientes de esta tesis son expresados en términos de

estadistica paramétrica, recomendado por la naturaleza de los datos.

Actividad sensoriomotoray motora

Posterior a la evaluacion, fue posible observar una diferencia significativa en la
conducta sensoriomotora y motora posterior a la sesion 3, es decir,
inmediatamente después de la microinfusion de FeCl2, se observa un decremento
en el desempefio a la prueba en ambos grupos, tanto el grupo que recibié una
microinfusion sin tratamiento (Veh+FeCl2) (media £+ EEM) (5.33+0.33), como el
grupo que recibié una unica dosis de EF (EF+FeCl2), (5.57+0.36), en contraste
con el grupo control, que no fue lesionado (Veh+aCSF) (9.83+£0.30) (Figura 12).

En los resultados referentes a la prueba motora y sensoriomotora (Figura 12), se
muestran los cuatro grupos, en esta figura se observa que el grupo control (linea
negra), que fueron animales que exclusivamente recibieron administracion de
vehiculo, lo que permiti6 establecer una linea base conductual; se observa
también el grupo que recibié una Unica dosis de EF y LCR (linea azul), que exhibe
una conducta similar a la del grupo control, asi como los grupos que recibieron una
microinfusion de FeClz, un grupo que fue lesionado y no recibio tratamiento alguno
(linea turquesa), que expone un claro déficit sensoriomotor a partir de la sesion 3,
como fue previamente mencionado y no se observa un esboce de recuperacion
funcional vy, finalmente el grupo que recibié un tratamiento agudo (linea roja), es
decir, el grupo que posterior a la lesion, recibié una unica dosis de EF, y no
mostré diferencias significativas en comparacion al grupo lesionado y sin
tratamiento, en ambos se exhibe un mayor déficit sensoriomotor a partir de la
tercera sesion , en contraste a los grupos no lesionados.

Por lo tanto, es posible decir que una unica dosis de EF, no es suficiente para
aumentar los niveles de NA y por lo tanto, fungir como un modulador para
mejorar los procesos de recuperacion funcional, ni para la respuesta conductual de
la prueba motora y sensoriomotora, pues hacia la sesion seis, el grupo lesionado
gue recibié una unica dosis de EF (EF+FeClz) (media = EEM) (7.28+0.52), no

presenta diferencias significativas en el puntaje con el grupo que no recibio
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tratamiento alguno (Veh+FeClz) (6.83% 0.30).
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Figura 12. Actividad sensoriomotora y motora en ratas durante el protocolo de tratamiento
agudo. La respuesta somatosensorial y motora se ve disminuida a partir de la sesion 3,
inmediatamente después de la microinfusién de FeCl. y permanecié de esta manera por lo menos
las siguientes tres sesiones. Los valores obtenidos son la media + la desviacion estandar. No se
encontraron diferencias significativas previas a la cirugia. *P < 0.05 estadisticamente significativa
entre los grupos (Veh+aCSF y Veh+FeCl;) y (Ef+aCSF y Ef+FeClz), no existe diferencia
estadisticamente significativa entre (Veh+FeCl.y Ef+ FeCly).

Nota: La flecha sefiala la Unica administracion de EF en los grupos lesionados.

Actividad motora espontanea

Un fendmeno similar se observa en la conducta motora espontanea, correspondiente
a la prueba de la camara Optovarimex, expuesta en la Figura 13; la actividad motora
espontanea se ve afectada de forma significativa posterior a una lesién cortical. A
partir de la tercera sesion las ratas lesionadas, a pesar de haber recibido una Unica
dosis de EF (EF+FeCl2)mostraron un decremento significativo en la actividad motora
(36.93 +£2.88), en contraste al grupo que no fue lesionado (Veh+aCSF) (96.33+3.20).
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En la Figura 13, se observan cuatro lineas, correspondientes a los grupos asignados
de manera aleatoria, nuevamente el grupo control se observa en color negro y funge
el papel de linea base conductual y en color azul, el grupo no lesionado que recibié
una unica dosis de EF, que igualmente, muestra una conducta similar al grupo
control. Por otro lado, los grupos que recibieron una microinfusion de FeClz,
muestran una clara disminucién del porcentaje de la distancia recorrida, como es el
caso del grupo que fue lesionado y no recibié ningun tipo de tratamiento, en color
turquesa, y el grupo que recibié un tratamiento agudo, en color rojo, entre estos dos
altimos, no se exhiben diferencias significativas, aunado a esto la literatura sugiere,
gue esta disminucion del porcentaje se debe al aumento de Fe* en el cerebro, ya
gue se ha descrito que una acumulacion en areas relacionadas al control motor
como el nucleo dentado (ND) y la CM provocan desordenes de movimiento
(Stankiewicz & Brass, 2009), es probable que estas zonas sean las mas afectadas
pues es aqui donde hay mayor vascularizacién alterada y una acumulacion de
agentes reactivos de oxigeno (Brun & Englund, 1986), ademas los niveles de Fe* en
el LC que usualmente son elevados pues existe una asociacion entre el Fe* y la
metabolizacion de los neurotransmisores como NA , DA y 5-HT (Anderson et al.,
2009), no se mantuvieron homeostéticos, lo que se asocia a los niveles anormales
de NA que dan como resultado un pobre rendimiento motor, por lo qué, es posible
considerar que una sola administracion de EF no es suficiente para observar una
mejora significativa en la recuperacion motora, esto se demuestra desde la sesion 4
y hasta sesion 6, pues el grupo lesionado en tratamiento agudo de EF (EF+FeCly)
(49.85 + 3.21) mantuvo valores similares al grupo que fue lesionado sin recibir
tratamiento (Veh+FeCl2) (9.94 +3.64).

El rendimiento sensoriomotor y el porcentaje de distancia recorrida en ambos grupos
no presenta significativas, es decir con una P< 0.01; demostrando que el tratamiento
agudo no mejora la respuesta motora en los animales, lo que sugiere que el
aumento de NA probablemente tampoco sea significativo, ya que no se logra

esbozar un indicio de recuperacion funcional.

58



120 T T T T T T
4 Veh+aCSF
4 Veh+FeCl,
100 4 Ef+aCSF
I Ef+FeCl,

(o]
o
T

E =Y
(=]
T

n
o
T

Porcentaje de cambio de distancia recorrida (+ S.E.M.)
[=2]
=)

o

3 . 4 5 6
Sesiones

Figura 13. Actividad motora espontanea en ratas durante el protocolo de tratamiento agudo.

El porcentaje de distancia recorrida en la prueba de actividad motora espontanea, se ve disminuido
a partir de la microinfusién de FeClz, es decir, a partir de la tercera sesién y se mantuvo por al
menos 3 dias. 3 horas después de la microinfusion de FeClz, las ratas mostraron mayor dificultad
para desplazarse dentro de la camara. Los valores obtenidos son la media *+ la desviacion
estandar. *P < 0.05 estadisticamente significativa entre los grupos (Veh+aCSF y Veh+FeCly) y
(Ef+aCSF y Ef+FeCl2), no existe diferencia estadisticamente significativa entre (Veh+FeClz y Ef+
FeCl.). La flecha sefala la Unica administracién de EF en los grupos lesionados.

Niveles de noradrenalina en el puente
La evaluacién se realiz6 en la porcién del puente que contiene al LC, en primera

instancia, porque el LC posee una larga inervacion, siendo la mas extensa en la
corteza motora y somatosensorial (Gaspar et al. 1989), asi mismo en sistema con la
NA se regula la expresion de citoquinas inflamatorias y oxido nitrico en astrocitos y
microglia (Yao et al 2015), esencial para la recuperacion funcional de manera
Optima. Aunado a esto la literatura describe que existe una asociacion entre el Fet*y
el metabolismo de algunos neurotransmisores como la DA (Nelson, 1997), la 5-HT
(Kaladhar and Narasinga Rao, 1982), la NA (Anderson et al., 2009) y el GABA (Li,
1998).
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De manera interesante, es mas especifico en areas del SN como el LC donde los
granulos de neuromelanina pueden ser encontrados y la cantidad de Fe+ es alta,
aungque mas bajo que en areas de control motor, asi mismo el transporte de Fe+
esta altamente regulado por el feedback de otras neuronas basado en sus niveles
de Fe+ (Simpson et al, 2015), finalmente, la literatura describe que al bloquear los
receptores a2, utilizando un farmaco antagonista como el EF, se espera
contrarrestar los efectos provocados por una disminuciéon de NA, no obstante, al
realizar las evaluaciones correspondientes, es posible decir que una sola dosis de
EF no es suficiente para inhibir los receptores a2 y por lo tanto aumentar los niveles
de NA contenidos en el puente.

En la grafica correspondiente a la Figura 14, se desglosan estos resultados; se
muestran cuatro barras correspondientes a cada grupo, el grupo control
(Veh+aCSF), da una referencia de los niveles basales de NA en un cerebro sano, el
grupo que unicamente recibié una dosis de EF sin lesion (EF+ aCSF),que presenta
valores similares al grupo control, finalmente las dos barras restantes corresponden
a los grupos que recibieron una microinfusion de FeCl2, un grupo lesionado y sin
tratamiento (Veh+FeCl2) , asi como un grupo de interés, es decir aquel que recibid
un tratamiento agudo ( EF+FeCl2) ;estos dos ultimos grupos muestran un claro
decremento noradrenérgico, exhibiendo el dafio inducido por la microinfusion, sin
embargo no se muestran diferencias significativas en presencia del farmaco en una
Gnica dosis, dando como referencia que una sola dosis intraperitoneal, no es
suficiente para que exista un incremento de NA que se vea expresado en los niveles

pontinos.
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Figura 14. Niveles de noradrenalina contenidos en la porcién del puente que contiene al LC
posterior al protocolo de tratamiento agudo. Niveles de NA contenidos en el LC 3 dias
posterior a la lesidn, el puente muestra un decremento en los niveles de NA en ambos hemisferios
en ratas lesionadas. Las barras representan la media y el error estandar. *P < 0.01
estadisticamente significativa entre los grupos (Veh+aCSF y Veh+FeCly) y (Ef+aCSF y Ef+FeCl2).

Niveles de noradrenalina en el giro dentado

El GD, es una estructura relevante para los procesos plasticos y de reorganizacion
funcional que recibe proyecciones adrenérgicas, y, de acuerdo a la literatura la NA
facilita la plasticidad incluyendo la potenciacion a largo plazo (LTP) en zonas como
la neocorteza, el cerebelo, la amigdala y el hipocampo, estructura que contiene al
GD (Radley et al, 2008), aunado a esto, son las neuronas del LC de tipo fasicas las
que permiten mejorar la respuesta de atencién al estimulo(Benarroch, 2018),
ejercicio necesario para pruebas conductuales como la descrita por Garcia (1995) y
realizada en este proyecto de tesis, es por esto que se realizé un andlisis para
observar el posible amento de los niveles de NA derivado de las proyecciones del
LC posterior al tratamiento agudo, sin embargo al finalizar las pruebas
cromatograficas no se observd un aumento significativo en esta estructura,
reiterando asi que una unica dosis de EF, no permite bloquear a los receptores a2 vy,
por lo tanto, no hay un aumento relevante los niveles noradrenérgicos, no solo en

puente sino en estructuras inervadas por el LC.
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Esto se desglosa de mejor manera en la Figura 15, una gréafica de barras dividida en
nuevamente en cuatro grupos, el grupo control (Veh+aCSF), que muestra los valores
basales de NA en un GD sano, un grupo que recibié una unica dosis de EF sin
lesion (EF+aCSF), mostrando valores similares al grupo control y, finalmente dos
barras correspondientes a los grupos lesionados por una microinfusiéon de FeClz, en
ambos se observa un decremento noradrenérgico, y en el caso del grupo que recibid
un tratamiento agudo (Ef+FeCl2), no se muestran aumentos significativos en los
valores de NA, en contraste con el grupo que fue Unicamente lesionado (EF+ FeCl2),
por lo que es posible decir que no hubo un bloqueo de los receptores a2 y por lo

tanto tampoco un aumento noradrenérgico, derivado de una sola administracion.
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Figura 15. Niveles de noradrenalina contenidos en el giro dentado posterior al protocolo de
tratamiento agudo. Niveles de NA contenidos en el LC 3 dias posterior a la lesién, el GD muestra
un ligero decremento en los niveles de NA en ambos hemisferios en ratas lesionadas. Este
decremento no es estadisticamente significativo.
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Tratamiento Cronico

La rehabilitacion requiere un profundo entendimiento de los mecanismos que
subyacen en los déficits neurologicos para asi proponer tratamientos adecuados y
disefiar nuevas intervenciones. Generalmente esta recuperacion se ha revisado
desde un enfoque localizacionista, predominante desde el descubrimiento de Broca,
que proponia que los déficits especificos son el resultado de una lesion focal (Broca,
1861). No obstante, no es solamente el dafio localizado, sino que impacta a las
redes cerebrales que estan remotas a la lesién (Carrera and Tononi, 2014). Si bien,
la primera definiciébn de diasquisis, fue elaborada por Monakov (1914), definiéndolo
como una pérdida de las areas distales a la lesion, esta explicacion burda, llego a
grados de especializacidon como el de Alstott y colaboradores (2009), que lo define
como los cambios masivos en las redes celulares y la actividad neural proveniente
de las modificaciones quimicas y celulares de la lesion, y es bajo esta premisa que
se revisa la recuperacion funcional desde una conexion estructural, (Karnath et al.,
2018) y es por esto, que es necesario evaluar el papel de la NA en la recuperacion
funcional, pues se ha descrito como una molécula que facilita la plasticidad e

inclusive la LTP (Hagena et al. 2016).

Los resultados obtenidos posteriores a una administracion cronica de EF buscan
revisar los principios de la plasticidad y la recuperacién de la red posterior a un EVC
descritos por Guggisberg y colaboradores (2019), observando que tras dicha
administracion se exhibe una mejora en la conducta motora, sensoriomotora y

motora espontanea, tras el dafio inducido por la lesion cortical de FeCl-.
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Actividad sensoriomotora y motora

Las proyecciones noradrenérgicas de la LC son particularmente densas en las
cortezas parietales y prefrontales, cortezas que estan involucradas en mecanismos
de atencion (Aston-Jones and Cohen 2005) y el arousal conductual (Berridge et al,
1997). Uno de los procesos mas interesantes del sistema de inervacion del LC es el
poder de cambiar la respuesta neuronal de tonica a fasica, lo que permite al
individuo concentrarse en el estimulo y entregar una mejor respuesta (Vazey &
Aston-Jones, 2012), sugiriendo asi, que la actividad del LC podria facilitar la
reorganizacion dinamica de las redes neuronales para una rapida adaptacion
conductual a un ambiente cambiante, recolectando y procesando informacién
sensorial saliente (Bouret & Sara, 2005), por lo que se espera que el aumento de NA
provocado por la cronica administracion de EF, permita un mejor reconocimiento
somatosensorial (Figura 16). La evidencia obtenida en esta tesis, sugiere que para
que suceda dicha mejora sensoriomotora y motora para obtener adaptacion
conductual, estan implicado un cambio fehaciente en los niveles de NA en la CM,
corteza que recibe varias proyecciones de dicha catecolamina y, que al inhibir los
receptores a2 adrenérgicos obtendremos una apertura de los canales de Ca* y una
activacion de los canales de K*, lo que da como resultado un aumento de la

excitabilidad neuronal y un aumento de la liberacion de NA.

En primer lugar observamos los resultados obtenidos en las evaluaciones de las
pruebas motoras y sensoriomotoras, estos se presentan en la Figura 16, aqui
observamos nuevamente cuatro lineas, en primer lugar la linea correspondiente al
grupo control (color gris) que nos permitié establecer una base conductual como
referente, aunado a esto se muestra un grupo de animales no lesionados que
recibieron tratamiento cronico y sin lesion (color naranja), en el cual se exhiben
resultados similares al control, sin diferencias significativas. Finalmente, en esta
figura se describen dos lineas mas, referentes a los grupos que recibieron una
microinfusion de FeCl2, en ambos grupos observamos un decremento de la
respuesta somatosensorial y motora a partir de la sesién cuatro, es decir 0 minutos
después de la microinfusiéon, pues observamos que tanto el grupo que recibié un

tratamiento crénico, dibujado en la linea de color verde (Veh+ FeClz 5.85+0.26), y el
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grupo lesionado con tratamiento crénico (linea azul) (EF +FeCl2 7.87+0.39),
disminuyen su puntaje en referencia a la linea base establecida por el grupo control
(Veh+aCSF 9.66+0.21).

No obstante, en pro de la hipdtesis establecida para esta tesis, los resultados
muestran que la administracién cronica el EF, permite mejora significativa en los
valores de los puntajes sensoriomotores pues, hacia la sexta sesion, es decir, 6
horas después de la microinfusion, el grupo de interés, G6sea el grupo cronico
muestra un aumento en su puntaje (8.5£0.32), en contraste al grupo lesionado, en
contraste al grupo que unicamente fue lesionado (6.87+0.22), y al llegar a la sesion
siete, es decir, tres dias después de la lesiéon el grupo lesionado con tratamiento
cronico (Efarox+FeClz2 9.87+0.22); muestra una supuesta reduccion del dafio, pues
los puntajes, son similares al grupo control (Veh+aCSF) (10.66 +£0.33), exhibiendo

una recuperacion funcional.

En estudios realizados con humanos, se ha descrito que la evolucion de la funcion
motora posterior a la EVC puede seguir dos posibles vertientes, no existe una
mejora, 0 hay una recuperacion promediada de un 70 % (Winters et al, 2015)

Al bloquear los receptores a2 adrenérgicos, se reduce el dafio en la zona de
penumbra, lo que permite suponer que existe una reduccién en el dafio motor, con
relacion al aumento de los niveles de NA, fungiendo, asi como una molécula clave
para la recuperacién del SNC., mostrando que la administracion crénica permite una

mejora conductual en pruebas motoras y sensoriomotoras.

65



s 1l @ Veh+aCSF
wi @ Veh+FeCl,
n - Efarox+aCSF
* 10 4 Efarox+FeCl,
S
°
g 8r
°
|
2
c 6F
o
7]
=
S 4
—
)
o 1M
3 2}
2
[1°]
-
g o L L L L 1| L L
a 1 2 3 4 5 6 7
Sesiones

Figura 16. Actividad sensoriomotora y motora en ratas durante el protocolo de tratamiento
cronico La respuesta somatosensorial y motora se ve disminuida a partir de la sesién 4,
inmediatamente después de la microinfusion de FeClz, no obstante, se observan diferencias entre los
grupos con tratamiento cronico (EF+ FeClz) y el grupo lesionado (Veh+FeClz) a partir de la quinta
sesion y, es el grupo crénico (EF+ FeClz), el que muestra valores similares al control hacia la sesion 7.
Los valores obtenidos son la media + la desviacion estandar. *P<0.05 estadisticamente significativa
entre los grupos (Veh+FeCl: y Ef+ FeCl2) a partir de la 4 sesion. No se encontraron diferencias
significativas previas a la cirugia. Las flechas sefialan el momento de administracion crénica al grupo
de interés y el grupo que recibié tratamiento sin lesion.
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Por otro lado, la Figura 17, despliega los resultados obtenidos en la prueba motora
espontanea realizada en una cdmara Optovarimex, esto bajo la premisa que el
déficit motor causado es proveniente de un mecanismo inhibitorio remoto, que es
producido por la restriccion de areas distantes e intactas, pero anatdbmicamente
relacionadas con la lesion (Benarroch, 2018), asi como la interconexion entre el LC y
la CM a partir de neuronas adrenérgicas (Alcantara-Hernandez & Hernandez-
Méndez, 2018). La literatura describe que los autoreceptores presinapticos a2
adrenérgicos juegan un papel clave en la modulacion de la NA liberada en el LC de
la rata (Abe et al 2020). Es en este contexto que podemos decir que un incremento
de NA, promueve una recuperacion funcional tras una lesion cortical (Ramos-
Languren, 2016). Ademas, la literatura describe que la interaccién del EF con otras
drogas como la efedrina, estd asociado con un incremento motor y una mayor
actividad antioxidante (Rusu-Zota et al, 2021), apoyando esta premisa, en estos
resultados se muestran nuevamente cuatro lineas dos asociadas a animales que
no fueron lesionados; el grupo control (Veh+aCSF), en color gris que fueron
animales administrados exclusivamente con vehiculo siendo la linea base
conductual; y en color naranja los animales que recibieron dosificacion crénica en
un cerebro no lesionado (EF+aCSF), exhibiendo una conducta similar al grupo
control. Mientras que, en los grupos que recibieron una microinfusién de FeClz, se
muestran en las dos lineas restantes, el grupo que recibié una microinfusiéon y
ningun tipo de tratamiento (Veh+ FeCl2), en color verde, que muestra una clara
disminucién de la distancia recorrida a partir del minuto cero post microinfusién, es
decir la sesion 4, y que lo mantiene hasta tres dias después, es decir hacia la sesion
7, en contraste al grupo de interés, es decir aquel que recibié un tratamiento crénico
(EF+ FeCl2), y se muestra en la linea de color azul, este grupo muestra una mejora
significativa a partir de la quinta sesion, es decir tres horas después de la
microinfusion (76.77+4.79), en contraste a la sesion 4 (69.45+3,86), es decir
inmediatamente después de ser lesionado. Ademas, se observa que el grupo que
recibié un tratamiento cronico (Efarox+FeCl2 89.97+£1.88), mostré un puntaje similar
al grupo control (Veh+aCSF 95.32+2.74); demostrando que la administracion

cronica de EF mejora la recuperacion funcional motora espontanea.
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Figura 17. Actividad motora espontdnea en ratas durante el protocolo de tratamiento
cronico.

El porcentaje de distancia recorrida en la prueba de actividad motora espontanea, se ve
disminuido a partir de la microinfusion de FeClz, es decir, a partir de la cuarta sesién y se
mantuvo por al menos 3 dias, en el grupo que fue Unicamente lesionado (Veh+FeClz2), no
obstante, el grupo crénico, despliega mejores resultados a partir de la quinta sesion y acerca
sus valores al grupo control hacia la séptima. Los valores son la media * el error estandar
*P<0.05 estadisticamente significativa entre los grupos (Veh+FeClzy Ef+ FeCl2) a partir de la 4
sesion. Las flechas sefialan el momento de administracion crénica al grupo de interés.

Niveles de noradrenalinacontenidos en el puente posterior ala
administracién crénica de efaroxan

Retomando la revisién de los principios de plasticidad y recuperacién de la red
posterior a una EVC, esta mediciébn cromatografica da paso al tercer principio; que
propone gue la recuperacion post EVC depende de la conectividad estructural con
las redes distribuidas y, por lo tanto se pueden formar nuevas o alternativas vias
para compensar la pérdida de las vias actuales (Guggisberg et al, 2019), es por
esto, que se evalla la importancia de la inervacion noradrenérgica en las cortezas,
particularmente el papel de los receptores a2, que fortalecen la actividad sinaptica e
incrementan el dinamismo de la conexion entre las redes (Arnsten et al, 2012); es
por eso que se utilizé un farmaco antagonista de estos receptores, que permite

aumentar los niveles de NA y de AMPc, acciones claves para mantener la
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recuperacion (Garcia-Diaz et al, 2022). Si bien, una sola administracion del farmaco
EF no demostrd diferencias relevantes, fue tras la administracidn consecutiva
durante 21 dias, si se observa un aumento significativo en los niveles de NA
contenidos en el puente a pesar de una lesion intracortical por FeClz. Este aumento
es mediado por el bloqueo de los receptores a2 adrenérgicos,permitiendo que exista

una mayor cantidad de NA en la porcion pontina que contiene al LC (Figura 18).

En la grafica se muestran cuatro barras correspondientes a cada grupo, encontrando
al grupo control (Veh+aCSF) que nos permite observar una linea base de los niveles
de NA. También se observa al grupo que recibié un tratamiento crénico sin ser
lesionado (EF+aCSF), que muestra un aumento claro en los niveles de NA en
contraste al grupo control. Mientras que, en el grupo que recibié una microinfusion
de FeClz (Veh+ FeClz) se observa disminucion de los niveles de NA, en comparacion
con el grupo de interés, es decir el grupo que recibié un tratamiento crénico (EF+
FeClz), donde se representa un claro aumento de los niveles de NA con una P <
0.05.
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Figura 18. Niveles de NA contenidos en la porcion del puente que contiene al LC posterior al protocolo
de tratamiento crénico. El doble asterisco (**) refleja que los resultados son significativos a un nivel
de *P < 0.01. Se compara Veh+ FeClz contra el grupo EF+FeClz, mientras que el asterisco (*)
refleja que los resultados son significativos a un nivel de *P < 0.05. Se compara Veh+aCSF contra
el grupo Ef+FeCla.
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Niveles de NA contenidos _en el GD tras una administracion cronicade EF

Por su parte, al medir los niveles de NA contenidos en el GD podemos comprender
el quinto principio, que propone que las areas ipsilaterales preservadas pueden
mejorar la interaccién con el resto del cerebro, lo que puede contribuir a una futura
recuperacion (Guggisberg et al, 2019), pues, la reorganizacion ipsilateral, juega un
papel importante en la recuperacion motora post EVC, y esto es un objetivo primario
en la terapia de rehabilitacion (Zimmerman et al., 2012). Posterior a un dafio motor,
se ha observado que el GD tiene una clara perdida en la densidad de las células
granulares y noradrenérgicas (Viale et al., 2018), es por esto que se proponia que
un tratamiento crénico, estimularia el GD lo que haria una reduccion del dafio celular
(Bueno-Nava et al., 2008). Descriptivamente el grupo que mostré6 menores niveles
de NA fue el de Veh+FeCl: seguido del grupo control, es decir Veh+aCSF y
finalmente, tras tres dias posterior al dafio, los grupos crénico (EF+ FeCl2) y el grupo
que recibié el tratamiento a pesar de ser un cerebro sano, obtuvieron valores
bastante similares. (Figura 19). Nuevamente observamos que es esta administracion
la que permite un bloqueo sistemético de los receptores a2 adrenérgicos, dicho
blogueo parece jugar un importante papel en la recuperacién motora post EVC, ya
gue como ha sido previamente mencionada esta estructura una vez inervada con
NA, es necesaria para los procesos plasticos y de reorganizacion funcional, lo que
nos permite mantener la recuperacién. Dicho aumento fue concomitante y es

relacional con el mantenimiento de la recuperacion funcional.

Esto, acomparfado de la literatura nos da una pauta para observar que el LC busca
restaurar las fibras eferentes enviando proyecciones de NA para disuadir el dafio
estructural, y al aumentar los niveles pontinos, se espera que sea asi en las

estructuras noradrenérgicamente inervadas, contra e ipsilateralmente hablando.
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Figura 19. Niveles de NA contenidos en el GD, posterior al protocolo del tratamiento crénico.
NA contenida en el GD 3 dias después de la microinfusion de FeCly,

El GD muestra recuperacion en los niveles de NA en ambos hemisferios, representados de manera
conjunta en la gréfica,

Las barras representan la media + el error estandar. *P <0,01 estadisticamente diferente del grupo
Veh+FeCl: (post hoc Tukey).

Discusion

La EVC, es una patologia que afecta de manera econdmica, social y estructural a
los paises en vias de desarrollo de manera anual, derivado de las afecciones
asociadas, como la depresién, los déficits neurolégicos y sobre todo la
discapacidad; que al ser predominantemente motora, no se adapta a los espacios
fisicos no modificados para la inclusién, asi como a procesos de correcta
integracion profesional, pues las relaciones laborales demandan empleados que
permanezcan en movilidad y a los estilos de vida cada vez mas acelerados,
dejando de lado a millones de habitantes. Esto se traduce en costos cada vez
mas altos para el estado, asi como un sector salud mucho mas saturado, pues la
EVC es posicionada en tercer lugar de necesidad de cuidados paliativos, solo

detras de los canceres y el VIH (Organizacion Mundial de la Salud, 2017). Es por
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esto, que es necesario reconocer los mecanismos que subyacen a la favorable
potencialidad del SNC de modificarse de manera plastica en respuesta al dafo,
asi como su capacidad de regresion a condiciones basales posterior a una lesion

como la EVC, es decir la recuperacion funcional.

Este proceso, necesita ser comprendido desde los mecanismos celulares y
moleculares que estan detras, ya que de ellos se derivan las bases fundamentales
de estrategias experimentales de neurorrehabilitacion (Cramer, 2008) y técnicas
farmacoldgicas, para reducir el dafo, las cuales tienen como objetivo agilizar los
tiempos de recuperacion, encontrando mejoras econémicas y psicosociales para
los pacientes. Las investigaciones orientadas a este tema permiten sustentar

buenas praxis que aminoren los dafios producidos por esta enfermedad.

Se ha demostrado que el sistema noradrenérgico se encuentra en estrecha
relacion con la recuperacion funcional y la conducta motora (Bueno-Nava, 2008;
Gonzalez-Pifia et al, 2013; Ramos Languren et al, 2016); de hecho se han
diseflado intervenciones que demuestran la mejoria conductual tras la
estimulacion de la accién noradrenérgica sobre sus receptores, en modelos
animales (Fuentes, 2017; Sternberg & Schaller, 2020) e intervenciones con
humanos (Zittel et al., 2007). Un agente farmacologico inhibidor de la recaptura de
NA, detiene este proceso natural y aumenta el tiempo de interaccion de la NA con
otros receptores, es por esto, que el EF resulta ser una gran alternativa
farmacoldgica por su actividad mayoritariamente antagonista de los receptores a2
y su buena biodisponibilidad posterior a una buena administracién sistémica
(Doxey et al., 1983).

Para estar en concordancia a estudios previos, esta tesis evalué cuatro puntos; 1)
el papel directo de la lesion, 2) la administracion aguda de EF, 3) la
administracion cronica del EF y finalmente, 4) el papel de la NA como modulador
de la recuperacion funcional en estructuras que contienen esta catecolamina y que

son inervadas por proyecciones noradrenérgicas.

Referente al punto uno, se observo que los animales que recibieron una lesion
intracortical de FeClz, en corteza motora primaria, presentaron un deterioro motor

inmediatamente después de la microinfusion y hasta tres dias después (Figuras
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12, 13, 16 y 17), siendo este periodo el de maximo deterioro. Es dentro de esta
ventana temporal, que se buscé evaluar los efectos del EF, para comprobar su
eficacia en la disminucion de los niveles de deficiencia motora en relacion a los
grupos lesionados, con relacion a esto, en primer lugar, los resultados obtenidos
sobre los grupos que recibieron un tratamiento agudo mostraron que una Unica
dosis de EF no es suficiente para disminuir el déficit sensoriomotor/motor del
grupo EF+ FeCl2 en comparacion al grupo de lesion Veh+FeClz (Figura 12), ni
mejorar la respuesta en la conducta motora espontanea en el grupo EF+ FeCI2 en

comparacioén al grupo de lesion Veh+FeCl2 (Figura 13).

Para desglosar el punto dos, se analizaron los datos obtenidos en la evaluacion
motora y sensoriomotora, que fueron los parcialmente esperados para el
tratamiento agudo, pues no se observan diferencias estadisticamente significativas
hacia la sesién 6, ni un esbozo de recuperacion funcional , es decir el grupo que
posterior a la lesidon recibi6 una Unica dosis de EF, no mostré diferencias
significativas en comparacién al grupo lesionado y sin tratamiento, ya que en
ambos se exhibe un mayor déficit sensoriomotor, en contraste a los grupos no

lesionados.

Un fendbmeno similar es observable en la prueba motora espontanea, misma que
nos permiti6 ampliar la comprension hacia el punto dos , pues los resultados
exhiben una disminucién en la distancia total recorrida (cm), en los grupos
lesionados a pesar de su tratamiento agudo de EF, esto es observable a partir de
la sesibn 3 y hasta la sesibn 6 (Figura 13), nuevamente con valores
estadisticamente no significativos en el grupo que recibié un tratamiento agudo

EF+ FeClz2 en contraste con el grupo de lesion Veh+ FeCla.

Los datos obtenidos fueron correlacionados con los niveles NA, en primer lugar de
manera pontina, donde en grupos lesionados se observa una disminucion bilateral
de los niveles noradrenérgicos, ya que el rango de los niveles de NA en los grupos
control fue de 6.3 con un maximo de 7.2 (nmol/g de tejido fresco), mientras que en
el grupo lesionado fue de 2.7 (nmol/g de tejido fresco) y en el grupo que recibio
tratamiento agudo fue de 3.1 (nmol/g de tejido fresco) (Figura 14), por lo tanto no
se observan diferencias estadisticamente significativas, con una P < 0.001, al
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comparar los grupos Veh+FeClz contra el grupo EF+FeCl2 y ambos contra el

grupo control Veh+aCSF.

Los niveles de NA reportados en GD, tampoco mostraron diferencias significativas
(Figura 15), esta estructura fue evaluada por su relevancia para la reorganizacion
funcional y su recepcion de proyecciones noradrenérgicas, en grupos lesionados
se observa nuevamente una disminucién de los niveles noradrenérgicos en los

grupos de lesion a comparacién al grupo control.

El grupo de lesion (Veh+FeClz) mantuvo un valor promedio de 1.21 (nmol/g),
mientras que el grupo en tratamiento agudo (EF+FeCl2) mantuvo un valor
promedio de 1.23 (nmol/g), lo que no muestra diferencias significativas entre
ambos grupos, reiterando asi que una Unica dosis de EF no permite bloquear a los
receptores a2 y, por lo tanto, no hay un aumento relevante los niveles

noradrenérgicos, no solo en puente sino en estructuras inervadas por el LC.

La disminucion de la NA posterior a un dafio cerebral es descrito en la literatura
como un fendmeno mediado por el estrés oxidativo (Song et al., 2019), por la
formacion de *OH, y su reaccion al romper los &cidos grasos polisaturados en la
membrana, derivado del aumento de Fe en la corteza (Triggs & Wilmore, 1984).
Esto es reportado cuando los centros del LC son afectados, desencadenando una
neurodegeneracion caudo-rostral, lo que reduce la cantidad de NA en la via,
siendo el hipocampo el lugar donde se reporta una mayor deplecién de NA (Song
et al., 2019).

Aunado a esto, la inhibicibn de la NA podria estar mediada por los
adrenoreceptores a2 distribuidos en las neuronas del LC, inhibiendo asi la corteza
motora, el cerebelo, el hipocampo y la corteza, estructuras afectadas por las
proyecciones de inervacion (Washburn & Moises, 1989), sin embargo el EF,
ademas de ser un farmaco selectivo para la inhibicion de la recaptura de la NA,
ha demostrado exhibir  previamente  efectos  neuroprotectores en
neurodegeneraciones inducidas por la devascularizacion, asi como una reduccién
en los cambios estructurales en el hipocampo, disminuyendo déficits cognitivos

inducidos por la isquemia cerebral en la rata (Moreno et al., 2012).
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Para realizar un modelo crénico, esta tesis se bas6 en la premisa descrita en la
literatura, sobre las propiedades del EF, que es selectivo a los ligandos
antagonistas de los adrenoreceptores a2, y que posee buena biodisponibilidad
seguida de una administracion sistémica (Doxey et al., 1983). Esto, nos lleva al
punto tres; los resultados obtenidos para las pruebas motoras y sensoriomotoras,
fueron lo parcialmente esperados de acuerdo a lo descrito a la hipétesis (Figura
16), si bien se observa un claro decremento en los puntajes obtenidos en los
grupos de lesion (Veh+FeCl2) (EF+FeCl2), a partir de la sesion 4, es decir
inmediatamente después de la microinfusion, ambos grupos exhiben resultados
diferentes desde la sesion 6, pues el grupo que recibié un tratamiento crénico
exhibe una mejora conductual y muestra una recuperacién funcional hacia la
sesidn 7, es decir 3 dias después de la lesion, alcanzando puntajes similares al del
grupo control, mostrando resultados estadisticamente significativos, con una

P< 0.05, en contraste al grupo de lesion.

Un fendbmeno igualmente favorable, se exhibe en la prueba motora espontanea
(Figura 17), ya que si bien los grupos de lesion despliegan una menor distancia
recorrida hacia la sesion 4, ambos grupos, el lesionado (Veh+FeCl2) y el grupo
gue recibio un tratamiento cronico (EF+FeCl2), muestran claras diferencias a partir
de esta sesion, pues, no solo el grupo que recibié un tratamiento crénico mostré
menor deterioro durante la prueba al recorrer una mayor distancia, sino que los
resultados a partir de la sesién 5, es decir tres horas después de la microinfusién,
indican una mejora conductual sustancial, mostrando asi una posible reduccion del
dafo, con valores estadisticamente significativos, con un valor de P <0.05.

Los resultados sugieren que los receptores a2 adrenérgicos estan involucrados
en la regulacion de la recuperacion funcional, derivado de su distribucién en el
SNC y su relacion con los mecanismos plasticos, aunado a esto, la literatura
describe que estos receptores tienen un efecto antinocioceptivo y estan asociados
a la reverberacién, el aprendizaje y la actividad locomotora (Rusu-Zota et al.,
2019), al inhibirse de manera cronica, se observa una mejora en la conducta
motora y sensoriomotora tras el dafio inducido por la lesion cortical de FeClz, esto

al dar cuenta de los valores obtenidos en las pruebas conductuales.
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Finalmente, para explicar el punto cuatro, los resultados obtenidos en las pruebas
conductuales fueron correlacionados con los resultados obtenidos en las
evaluaciones cromatograficas, primeramente, se observa que de manera pontina,
el grupo de lesion (Veh+FeClz) tuvo una clara disminucion noradrenérgica (2.3
nmol/g), en contraste al grupo control (Veh+aCSF) que tenia niveles de 6.4
(nmol/g de tejido fresco). Sin embargo, el grupo que recibi6é un tratamiento crénico
(EF+FeCl2), muestra un claro aumento en los niveles de NA en contraste al grupo
de lesiéon y al grupo control, con un aumento de 1.2 de nmol/g comparado al grupo
control, exhibiendo resultados de 7.4 nmol/g.

Aunado a esto, se evalué la modificacion en los niveles de NA en el GD, una
estructura descrita como relevante para procesos de recuperacion funcional y que
ha demostrado tener una mayor deplecion de NA cuando hay una disfuncién
noradrenérgica en la via rostral caudal (Song etal.,, 2019); los resultados
obtenidos posterior a una administracion sistémica, refieren diferencias
significativas entre el grupo de lesién (Veh+FeCl2), que presenté un aproximado
de 1.28 nmol/g, en contraste con el grupo que recibié un tratamiento crénico y
exhibe un aumento significativo de 1.93 nmol/g. Por lo tanto, es posible decir que
un aumento de NA, en el LC y areas inervadas como el GD, mejora la conducta
motora y agiliza la recuperacién funcional, presumiblemente, en relacion con que
el aumento de NA en GD esté asociado a una mejor percepcién sensorial,
esencial para codificar informacion. Los efectos de esta monoamina son distales
de la zona afectada, y dichos cambios pueden iniciar desde los primeros minutos
hasta varias semanas, desempefiando este rol importante en la recuperacion
funcional, entonces la inhibicién sistémica de los receptores a2, permite un
aumento en los niveles de NA en el espacio, o que no solo agiliza los procesos
de recuperacion funcional, sino que aminora el dafio inducido por la lesion,
demostrado no solo en los niveles noradrenérgicos, sino en la mejora substancial

de la conducta motora.
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Conclusiones:

e Los tratamientos farmacolégicos con EF parecen ser eficientes en la
recuperacion motora

e El tratamiento agudo no modifica la actividad motora ni los niveles de NA.

e EIl tratamiento cronico no solo acelera la recuperacion funcional, sino que la
mantiene hasta tres dias después.

e Los efectos de la NA son distales de la zona afectada, y dichos cambios
pueden iniciar desde los primeros minutos hasta varias semanas,
desempeiiando este rol importante en la recuperacion funcional.

e Es necesario dilucidar todos los mecanismos que subyacen a la recuperacién
funcional.

e EIl realizar investigaciones con farmacos usualmente asociados para el
tratamientode trastornos del animo, nos permite plantear el uso de este tipo de
farmacos como posibles tratamientos en la recuperacion funcional posterior a
una lesion, y, de igual forma, mejorar el estado animico depresivo que esta
asociado a la EVC.

e El uso de pruebas motoras y sensoriomotoras nos permitié entender el papel
de la NA en la recuperacién de la conducta motora, ya que esta se ve
principalmente afectada posterior a una EVC, particularmente por hemiplejia,
gue es la forma mas frecuente de discapacidad posterior a una EVC, misma
gue esta sujeta a cambios influenciados por las complicaciones que surgen
durante laevolucion del paciente.

e Los experimentos permitieron evaluar in vivo los efectos del farmaco en la
recuperacion funcional y podrian ser planteados en un futuro hacia el
tratamiento humanao.

e No se descarta que el bloqueo de los receptores a2 adrenérgicos sea un
mecanismo neuroprotector, pues el aumento de NA en el espacio parece

disminuir los dafios asociados a eventos vasculares.
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Perspectivas:

El proyecto permite generar nuevas preguntas, tales como la realizacion
exploraciones posteriores a otros receptores de NA, generar propuestas como
marcaje de neuronas adrenérgicas o el analisis de la expresion de los
receptores a2 adrenérgicos, marcajes basofilicos para reconocer la presencia
de estos receptores en células granulares del GD o somas del LC, marcadores
DAPI para identificar la presencia de NA en las estructuras, trazadores para
reconocer la reorganizacion en la conectividad del SNC o histoquimica
enzimatica para observar los agregados proteicos post lesion, sensores de
Ca+, para observar el papel de los receptores a2 en la inhibicion de dichos
canales, PCR para receptores adrenérgicos, asi como cultivos celulares
hipocampales para conocer los mecanismos que subyacen a la recuperacion

funcional.

El trabajo hecho en esta investigacion abre la posibilidad de continuar los
estudios sobre este farmaco en la recuperacion funcional, posiblemente de
forma comparativa con otros farmacos de la familia de las imadozinas vy, asi,
establecer bases neurologicas sobre los complejos efectos centrales
farmacolégicos provocados por la actividad noradrenérgica y su alta afinidad a

los sitios de accion.

Sera importante darle continuidad al proyecto comprendiendo los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen a la diasquisis y a la reversion de esta,

revisando el papel de la NA en dicho proceso.
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