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. Lista de Abreviaturas

EVC: Enfermedades Vasculares Cerebrales

FSC: Flujo sanguineo cerebral

AIT: Ataque isquémico transitorio

ICA: Isquemia cerebral aguda

PARP: ADP-ribosa polimerasa

ATP: Adenosin trifosfato

GLU: Glutamato

SNC: Sistema Nervioso Central

NMDA: N-metil-d-aspartato

AMPA: Acido alpha-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico
NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

SOD: Superoxido dismutasa

ROS: Especies reactivas de oxigeno

MMP: Metaloproteasas de matriz

TNF- a: Factor de necrosis tumoral alfa

IL-1 B: Interleucina 1 beta

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

NF- kB: Factor nuclear kappa B

BHE: Barrera hematoencefalica

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

HMGBL1: Proteina de caja 1 del grupo de alta movilidad
TLR: Receptores tipo Toll

AQP: Aquaporinas

FeCls: Cloruro Férrico

TBC: Trombosis bilateral carotidea

NDSS: Escala del estado de discapacidad neuroldgica
TTZ: 2,3,5-Cloruro de Trifeniltetrazolio



. Resumen

Las Enfermedades Vasculares Cerebrales (EVC) hacen referencia a los dafios ocasionados
por alteraciones en el flujo sanguineo cerebral. Alrededor del mundo, las EVC son
consideradas la segunda causa de muerte y la tercera causa de discapacidad. Las EVC
isquémicas se presentan con mayor frecuencia, ya que constituyen un 80-85% de los casos
totales, estas son caracterizadas por una interrupcion transitoria o permanente del flujo
sanguineo. De manera reciente, las mujeres han destacado como un grupo de riesgo en las

EVC, donde la mortalidad, discapacidad, depresion y demencia tiene mayores tasas.

A pesar de lo anterior, no existen tratamientos eficaces ante una EVC isquémica, dicho
problema se incrementa en las mujeres donde diversos aspectos fisioldgicos, clinicos y

sociales, retrasan las intervenciones médicas.

Es por lo que nuestro principal objetivo es proponer el uso de la agmatina exdgena como
tratamiento ante las EVC isquémicas, esta molécula ha demostrado tener efectos
neuroprotectores al actuar sobre la cascada isquémica y reducir sus efectos. Para ello se
utilizaron ratones hembra CD1 de 4 meses de edad, previamente ovarectomizadas, a las
cuales, a través de la aplicacion de FeCl3 en las arterias cardtidas, se les provoco un
trombo, este evento se realizo dos veces separados por un periodo de 32 dias. A los grupos
con esta lesion se les administré agmatina (100mg/kg) o solucién salina (0.9%) 15 minutos
después del segundo evento. Las alteraciones observadas por la induccion de la isquemia
cerebral en los ratones fueron evaluadas mediante la aplicacion de una escala del estado de

discapacidad neuroldgica y la prueba conductual de excavacion.

Los resultados obtenidos muestran una tendencia a la reduccion de los déficits
neuroconductuales en los animales administrados con agmatina. En estos mismos grupos,
también es posible observar una mejora del rendimiento en la conducta de excavacién con
respecto a su linea base. Nuestros resultados muestran tendencias importantes que pueden

servir como base para la investigacion de la neuroproteccion de la agmatina en hembras.

Palabras clave: EVC, isquemia, neuroproteccién, agmatina, hembras



. Antecedentes

1. Enfermedades cerebrovasculares

Las Enfermedades Vasculares Cerebrales (EVC), también conocidas como eventos
0 accidentes cerebrovasculares se refieren a una serie de dafios cerebrales ocasionados por
alteraciones en el flujo sanguineo cerebral (Ardila y Ostrosky, 2012) las cuales, se
encuentran relacionadas a la ruptura u oclusion de venas o arterias asociadas al encéfalo
(Camparia, 2021). De manera general, las EVC tienen una aparicion subita, con presencia
de sintomas cuya duracién es mayor a 24 horas, ocasionando secuelas en los pacientes e
incluso la muerte (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2019). Las EVC pueden ser
clasificadas en dos tipos principales, dependiendo de su etiologia en hemorragicas, aquellas
causadas por sangrado cerebral que representan del 15 al 20 % de los casos totales, y las
EVC isquémicas, presentadas con mayor frecuencia, constituyendo alrededor del 80-85 %
de las EVC (Camparia, 2021).

1.1 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que anualmente 15 millones
de personas presentan una EVC en el mundo. Asimismo, la OMS (2020), sefiala a las EVC
como la segunda causa de defuncion mas frecuente en el mundo, cobrando la vida de 5
millones de personas al afio y dejando incapacitadas de manera permanente a otros 5
millones de personas. De estos casos, las mujeres presentan mayores tasas de mortalidad,
discapacidad, demencia y depresion posteriores a una EVC (Gibson, 2013). Segun
Spychala y McCullough (2016), en los Estados Unidos, de los sobrevivientes de una EVC,
las mujeres tienen un mayor riesgo de sufrir una discapacidad y vivir solas después del
evento, por lo que las tasas de mujeres en hogares de ancianos son 3.5 mas altas en

comparacion con los hombres.

De manera anual, en México las EVC tienen una incidencia 143 por cada 100,000
habitantes y una prevalencia de 78 por cada 100,000 habitantes (Ruiz et al., 2018). Ademas,

las EVC cuentan con una tasa de hospitalizacion, durante la primera aparicion, de 143 por



cada 100,000 en personas mayores a los 25 afios (Ruiz et al., 2018). El Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI, 2023) sefial6 que, en 2022, las EVC representaron la
séptima causa de muerte en la poblacién mexicana general y la quinta causa de muerte en
los adultos mayores de 65 afios. Estos datos varian entre la poblacion masculina y
femenina, mientras que para la poblacion masculina las EVC son consideradas como la
octava causa de muerte, para las mujeres significan el cuarto motivo de defuncion (INEGI,
2023).

Existen maltiples factores que elevan el riesgo de la presencia de una EVC. El
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2015) define a los factores de riesgo en dos
principales categorias: No modificables y modificables. La edad es uno de los factores de
riesgo no modificables, a mayor nimero de afios el riesgo de padecer una EVC se ve
incrementado. De acuerdo con Gonzales y Landinez (2016) la tasa de incidencia total en
personas mayores de 55 afios varia, para EVC isquémicas entre 420 y 650 por cada 100 000
habitantes, por su parte para EVC hemorragicas primarias la incidencia total es de 30 a 120
por cada 100 000 habitantes. Dado que las mujeres tienen una mayor esperanza de vida
Gasbarrino et al. (2021) sefialan que las mujeres mayores de 85 afios presentan un riesgo
elevado de padecer una EVC. Entre estos factores de riesgo, el género emerge como un
elemento crucial. Antes de los 50 afios, los hombres presentan una mayor propension a
sufrir una EVC. Sin embargo, segin la Direccion de Prestaciones Médicas del IMSS,
después de esta edad en México, las mujeres experimentan con mayor frecuencia la
presencia de EVC (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2019). Este fendmeno podria
atribuirse al incremento del riesgo de padecer un EVC en mujeres durante las etapas

posteriores a la menopausia (Gibson, 2013).

Por su parte, en el grupo de factores de riesgo modificables, Gonzales y Landinez
(2016), sefialan que el 90 % del riesgo total de padecer una EVC es atribuible a factores
vasculares como la hipertension, el indice de cintura-cadera aumentado, ausencia de
actividad fisica, dieta poco balanceada, estrés, patologias cardiacas, relacién
apolipoproteinas B/A1, consumo de alcohol, tabaquismo (aumenta tres veces el riesgo de
padecer una EVC) y el padecimiento de diabetes Mellitus, la cual eleva el riesgo de

presentar una EVC de dos a cuatro veces (Secretaria de Salud, 2018). Algunos de estos



factores afectan de manera diferenciada a la poblacion femenina y masculina; la diabetes, la
hipertension y la obesidad tienen una mayor asociacion entre las mujeres y la incidencia de
EVC. De igual manera, en este grupo existen factores de riesgo especificos entre los que se
encuentran el uso de pildoras anticonceptivas, la terapia hormonal de remplazo, la
menopausia prematura, la menarquia temprana o tardia, asi como efectos adversos del
embarazo (Rexrode et al., 2022), la presencia de sindrome de ovario poliquistico, cancer de
ovario o mama y enfermedades inflamatorias (Gasbarrino et al., 2021).

2. Isquemia cerebral

En condiciones normales el flujo sanguineo cerebral (FSC) en humanos es de
55ml/100g/min lo que provee de oxigeno y glucosa necesarios para asegurar el correcto
funcionamiento del cerebro (Arauz et al., 2002). Sin embargo, dicho flujo puede verse
interrumpido debido a diversas causas. Por su origen etiolégico, Simon et al. (2010),
sefialan principalmente causas vasculares, cardiacas y hematoldgicas (Tabla 1). Mientras
tanto Carlson (2014), sefiala que la obstruccién es ocasionada por émbolos o trombos. La
mayoria de EVC Isquémicas son de origen trombotico, siendo la arterosclerosis la causa
mas comun de la formacion de estos (Gonzales y Landinez, 2016). Los trombos son
formados en el interior del vaso sanguineo y crecen hasta que la sangre ya no puede fluir a
través del él (Carlson, 2014). Es asi como pueden producirse diferentes tipos de EVC
Isquémicas, estas seran clasificadas de acuerdo con el area afectada o la duracion de la

obstruccion.



Causas vasculares

Causas cardiacas

Causas hematoldgicas

Enfermedad arterial

e  Aterosclerosis
e Diseccion de arteria cervical

Fuentes cardiacas de embolia

e Fibrilacion auricular
e Insuficiencia del ventriculo

e Estado
hipercoagulante
e Anemiade

: Lo células
e Vasculopatia izquierdo -
. Lo . . falciformes
o Inducida por radiacién e Infarto de miocardio . . .
o . e Hiperviscosidad
o Hereditaria e Endocarditis e Linfoma
o Vasculitis o Infecciosa :
. intravascular
e \asoespasmo o Inflamatoria
Enfermedad venosa o Trombdtica

e  Tumor cardiaco
Otras causas cardiacas

e Paro cardiaco
e Agujero oval permeable

e  Trombosis del seno venoso
e Trombosis de vena cortical

Tabla 1: Causas de la EVC isquémica tomado y modificado de Simon, Greenberg y
Aminoff, 2010.

2.1 Ataque isquémico transitorio

Vacca (2015), define el ataque isquémico transitorio (AIT) como una disfuncién
neuroldgica, la cual es ocasionada por un cuadro de isquemia focal que afecta el encéfalo.
A diferencia de la isquemia cerebral aguda, en los estudios de imagen, el AIT no presenta
infarto tisular cerebral. Su comienzo, al igual que otras EVC es subito, llegando a durar
desde unos minutos hasta una hora. La importancia clinica de reconocer estos eventos
radica en que un tercio de los pacientes que han presentado un AIT en el transcurso de
cinco afios, presentardn un evento isquémico cerebral agudo. Huan et al. (2018) indican
que, de los casos totales de pacientes que experimentaron un AIT aproximadamente el 5%
desarrollara una isquemia cerebral agudo (ICA) en las siguientes 24 horas, otro 5% en las
48 horas subsiguientes, un 10% en una semana, un 9% en un mes, y entre el 10% y el 20%
en el transcurso de tres meses. Simon et al. (2010), proponen el uso ABCD2, una
puntuacion clinica de prondstico que permite estimar el riesgo de presentar una EVC tras la
presencia de una AlT, en esta escala los investigadores toman en cuenta: La edad, presion

arterial, sintomas clinicos, si padece o no diabetes y la duracion de la AIT.




2.2 Isquemia cerebral aguda

La isquemia cerebral aguda (ICA) o infarto cerebral hace referencia a la presencia
de lesién isquémica que provoca un déficit con una duracion mayor a 24 horas (Gonzales y
Landinez, 2016). Esta puede subdividirse en isquemia global, focal o multifocal. En la
isquemia global se puede observar una reduccion de la funcion en la mayor parte o en todo
el cerebro. Por otro lado, en la isquemia focal la reduccién del FSC se da en un area
especifica del cerebro. En la isquemia multifocal existen varias areas afectadas por la
reduccion del FSC (Traystman, 2003). Ademas, la ICA puede clasificarse dependiendo de
su distribucién topogréafica como infartos del vertebro-basilar (posterior) y del territorio
carotideo (anterior), (Gonzales y Landinez, 2016). La arteria carétida interna suministra
sangre a aproximadamente el 70 % del encéfalo, por lo que las oclusiones en esta arteria
resultan en un dafio cerebral extenso (Paciaroni et al., 2012). La arteria carétida comdn
tiene dos ramificaciones; la parte externa que se encuentra a nivel del cuello y la parte
interna que da origen a las ramas cerebrales anterior, media y a la arteria oftalmica (Simon
et al., 2010).

La oclusion de la arteria carotida representa aproximadamente una quinta parte de
los casos de ICA y su gravedad varia dependiendo de FSC restante, ya que cuando esta
arteria se encuentra obstruida se generan mecanismos de compensacion. Debido a que en la
ICA se ve afectado el flujo sanguineo de una parte especifica del cerebro, los signos y
sintomas presentados dependeran de las funciones neuroldgicas que realice el area afectada
(Simon et al., 2010). En el caso de la obstruccion de la arteria carotida interna, la
compensacion de FSC puede ocasionar que el infarto sea asintomatico, sin embargo, en
caso de hacerse presentes los sintomas se puede desarrollar hemiplejia contralateral, déficit
hemisensorial y hemianopsia homénima. Si la obstruccion se presenta en el hemisferio
dominante pueden presentarse algunos tipos de afasia. En aproximadamente el 15 % de los
casos, previo a la obstruccion de la arteria fueron presentados AIT o ceguera monocular

transitoria (Simon et al., 2010).



3. Isquemia: diferencias con respecto al sexo

Dentro de los datos epidemioldgicos de las EVC isquémicas, se han encontrado
diferencias entre la poblacién masculina y femenina. Dichas diferencias pueden estar
basadas en diversos factores, que abarcan desde aspectos clinicos, fisioldgicos y sociales.
Gracias a los comportamientos de busqueda de atencion médica y obtencidn de informacion
sobre salud, asociado principalmente con las mujeres, estas son capaces de reconocer de
manera rapida, los signos de EVC lo que podria conducir a un tratamiento temprano y por
lo tanto a una mejor recuperacion. Sin embargo, el reconocimiento de los signos
tradicionales no es suficiente para la intervencion eficaz en las pacientes del sexo femenino.
Durante el ingreso hospitalario los hombres, en su mayoria, presentan "sintomas clasicos”
como alteracion repentina de la visidn en uno o ambos 0jos, presencia repentina de
entumecimiento o debilidad en un brazo, pierna o ambos, dificultades para producir o
entender el habla, pérdida del equilibrio o la coordinacion, mareos y aparicion de dolor de
cabeza intenso (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2015). Por el contrario, en las
mujeres se hacen presenten "sintomas no clasicos” los cuales incluyen cambios en el estado
mental, migrafia, dolor toracico, nauseas, debilidad no facial, palpitaciones y dificultad para
respirar. Establecer protocolos hospitalarios que permitan discriminar los sintomas segun el
sexo podria contribuir a las intervenciones eficaces ante una EVC isquémica; sin embargo,
Gibson y Attwood (2016) sefialan que aun faltan estudios que respalden la dismorfia en los
sintomas presentados, ademas, sefiala que una de las posibles causas de dicha
diferenciacion es que ante la sospecha de una EVC las mujeres tardan hasta tres veces mas
en buscar un tratamiento. Esta demora podria atribuirse a las influencias sociales, como el

papel de género (Gasbarrino et al., 2021).

Por otra parte, investigadores como Spychala et al. (2016), han centrado sus
estudios en la aparente diferencia sexual que existe en la muerte celular, las respuestas
inmunitarias y la inflamacion presentadas ante un EVC isquémico. La menopausia es
definida como la ausencia de menstruacion en un periodo de 12 meses, si esta se hace
presente de manera natural antes de los 42 afios, el riesgo de padecer una EVC isquémica se
incrementa al doble en comparacion a las mujeres que presentan la menopausia después de

esa edad. Esto se debe a que durante la etapa reproductiva, las mujeres son capaces de



secretar altos niveles de hormonas sexuales, las cuales tienen un efecto protector en el
sistema vascular tanto cardiaco como cerebral (Fan, 2017). Dentro de dichas hormonas se
encuentra la progesterona, la cual ha demostrado tener un efecto neuroprotector ante
diversos eventos como las EVC isquémicas, en las que se ha podido observar una
disminucion del volumen de la lesién y un aumento en las funciones neuroldgicas en
modelos de ratas y ratones (Zhu et al., 2019). Otra hormona que ha sido utilizada ante los
EVC isquémicos ha sido el estrogeno, el cual si es administrado en cualquier momento de
la vida de un macho tiene efectos beneficiosos ante las EVC, por el contrario, si los
estrogenos son administrados en hembras después de un periodo prolongado de senescencia
gonadal se puede incrementar el dafio producido por el EVC (Spychala et al., 2016).

Existen otros mecanismos no hormonales, de los cuales depende la diferenciacion
sexual en la isquemia presentada. La muerte neuronal mediada por caspasas es uno de los
ejemplos mas claros, esta via de sefializacion predomina en las mujeres, mientras que los
hombres, la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) juega un papel fundamental como via de
sefializacion apoptotica independiente de caspasas. Spychala et al. (2016) sefialan que estos
mismos mecanismos son observados en crias hembras de ratdn, ademas, son independientes
de estrogeno lo que proporciona informacion acerca de la existencia de diferencias
organizativas o epigenéticas en las vias de las caspasas entre hembras y machos. A pesar de
que se conocen algunas diferencias entre ambos sexos, aun no existen estudios suficientes
gue nos permitan entender las variaciones sexuales en los mecanismos involucrados en la
isquemia. Sin embargo, Gibson y Attwood (2016) sefialan que, si se activan vias
diferenciadas para ambos sexos después de un evento isquémico, el sexo debe ser tomado

en cuenta para el desarrollo de tratamientos potenciales para las EVC isquémicas.
4. Cascada isquémica cerebral

Una vez que los niveles de FSC estan disminuidos (10 ml/100 g/min), ni las
neuronas ni la glia cuentan con los elementos necesarios para su supervivencia por lo que
comienzan una serie de mecanismos moleculares que provocan la muerte neuronal
inmediata en las areas que dependen directamente de la arteria o vaso afectado (Alonso,

2007). Esta area es conocida como nucleo del infarto o zona de infarto, en ella la
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deficiencia de glucosa y oxigeno conducen la pérdida de la funcion de la membrana y de la
homeostasis idnica, lo que provoca la muerte neuronal. El &rea que rodea al nucleo del +xz
infarto es conocida como el area de penumbra (Lakhan et al., 2009), un &rea que conserva
un flujo sanguineo de 20ml/100g/min lo que la convierte en un blanco farmacolégico, pues
recuperar dicha &rea implicaria que los pacientes podrian tener una menor lesion isquémica
(Lizano et al., 2020).

Minutos después o incluso segundos después de que el FSC es disminuido,
comienzan una serie de eventos bioquimicos conocidos como cascada isquémica (Figura 1),
la cual tiene como resultado la muerte neuronal en el ndcleo isquémico (Lakhan et al.,
2009). De manera general, la hipoperfusion focal marca el inicio de la EVC isquémica, a
este evento lo siguen una serie de mecanismos moleculares no lineales que en conjunto

ocasionan un dafio irreversible en el cerebro (Lakhan et al., 2009) (Figura 1).
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4.1 Disminuciéon del ATP

A pesar de que el nucleo es privado del flujo sanguineo, en esta area continua el
consumo de ATP, principalmente por parte de las células gliales, sin embargo, como
consecuencia de la privacién de oxigeno y glucosa, la sintesis de esta molécula comienza a
decaer provocando que los niveles de ATP se vean reducidos (Xing et al., 2012). EI ATP es
la principal molécula energética del cuerpo, por lo que su deplecién provoca que la célula
presente fallas en sus funciones esenciales (Sotomayor et al., 2019), tal es el caso de la
bomba Na+/K+, la cual, ante la deficiencia de ATP, aumenta los niveles de K+ (Jarvis et al.
2001). Sotomayor et al., 2019 sefiala que existe una disfuncién en la bomba Na+/K+
ATPasa, por lo que se produce una alteracion del potencial de membrana en reposo y un

aumento de Na+ lo que a su vez provoca el edema citotoxico y la despolarizacion andxica.
4.2 Despolarizacion alterada

Una vez que se produjeron fallos en los potenciales de membrana, se originan
despolarizaciones inadecuadas de las células afectadas. Dentro de las deficiencias en la
despolarizacion, se puede encontrar a despolarizacion anoxica, la cual hace referencia a una
despolarizacion subita, originalmente descrita como un silencio eléctrico, que se propaga
por las neuronas despues de una interrupcion del FSC, se da de manera profunda hasta que
las neuronas dejan de responder (Jarvis et al., 2001). Esta despolarizacion es propagada

hacia la zona de penumbra (Sotomayor et al., 2019).
4.3 Excitotoxicidad

El glutamato (GLU) es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso
central (SNC), dicho neurotransmisor interactta con dos tipos de receptores: los receptores
metabotrépicos (MGIuRs), los cuales activan segundos mensajeros a través de las proteinas
G, y los receptores ionotropicos, dentro de los que destacan el N-metil-d-aspartato
(NMDA), el acido alpha-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA) y los
receptores kainato. Los iones de Ca?" tienen una alta afinidad para los receptores
ionotrépicos glutamatérgicos, sin embargo, durante el reposo estos receptores se encuentran

bloqueados por el ion magnesio, la afinidad hacia este ion se disminuye cuando se produce
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la despolarizacion de la membrana, de esta manera se elimina el bloqueo y es permitida la
entrada de calcio (Lizano et al., 2020). Durante la ICA, a nivel presinéptico, el GLU es
liberado de manera continua por las neuronas presinapticas, aunado a la incapacidad de los
astrocitos para reciclar este neurotransmisor, se provoca una acumulacion de GLU en el
espacio intersinaptico. Esta acumulacion, promueve el incremento de Ca?* en las neuronas,
lo que ocasiona que se desencadene un proceso de excitotoxicidad, el cual es definido como
una sobre-activacion de los receptores glutamatérgicos que provocan la muerte apoptotica
celular. EI GLU no sdlo favorece la entrada de Ca*, sino también la de otros iones como el
Na+ el cual permite el paso de liquido a través de la membrana, provocando un edema
citotoxico, asi como un mayor volumen celular, lo que a su vez induce que en el nucleo
isquémico exista muerte celular por necrosis (Lizano et al., 2020). Ademas, en las células
postsinapticas, AMPA y NMDA son activados de manera continua lo que favorece la
liberacion de Ca?* intracelular y por lo tanto el aumento de su concentracion (Lizano et al.,
2020).

4.4 Aumento de calcio intracelular

El aumento de Ca?* provoca la activacion de proteasas y fosfolipasas, las cuales
degradan las membranas y proteinas de las células (Xing et al., 2012). Este aumento de las
concentraciones de calcio incrementa la permeabilidad de la membrana mitocondrial
favorece la proliferacion de radicales libres y activa a las caspasas; finalmente todos estos
fendmenos propician la apoptosis, también conocida como la muerte celular programada.
La acumulacion de calcio dentro de la célula, ademas, facilita la lipoperoxidacion,
producida por la formacion de 6xido nitrico (NO) y los radicales libres derivados del NO.
Tanto el NO como los radicales de superoxido generan peroxinitritos y 4-hidroxinonenal
que alteran la actividad de los transportadores de membrana, ademéas de otros organelos
celulares como la membrana citoplasmatica, el reticulo endoplasmico y las mitocondrias
(Lizano et al., 2020).

4.5 Formacion de radicales libres

Como se menciond anteriormente existe un aumento de calcio en el citosol

neuronal, el cual inicia procesos catabdlicos gracias a la activacion de proteasas, lipasas y
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nucleasas. Estas enzimas participan en la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), como la sintasa del 6xido nitrico (NOS; Lizano et al., 2020). En las mitocondrias,
las ROS inhiben los sistemas de transporte de electrones lo que a su vez inducira la
produccion excesiva de superdxido (Selakovic et al., 2019). En condiciones normales
existen péptidos cerebrales como el glutation o la enzima superoxido dismutasa (SOD) que
capturan a las ROS y regulan el estrés oxidativo y de este modo disminuyen la lesion
inducida por este; sin embargo, durante la isquemia estos mecanismos resultan insuficientes
para mitigar la lesion producida por la hipoxia (Selakovic et al., 2019). Adicionalmente, el
Oxido nitirico (NO) puede aumentar la excitotoxicidad, porque actia como segundo
mensajero y promueve la liberacién de glutamato a nivel presinaptico (Lizano et al., 2020).
Selakovic y cols. (2019) sefialan que cuando existe un alto grado de estrés oxidativo, es
posible que se genere peroxinitrito el cual es un agente citotoxico que dafa los
compartimientos celulares. La formacion de peroxinitrito se debe a que el NO reacciona

con los aniones de superdxido.
4.6 Liberacion de factores inflamatorios

Las células microgliales forman parte de la inmunoproteccion del SNC. De manera
general, estas células se encuentran en reposo, identificando posibles amenazas al sistema.
Una vez activadas, después de un evento isquémico cerebral, la microglia sufre cambios
morfoldgicos y fenotipicos lo que le permite actuar de manera similar a un macrofago, con
la capacidad de eliminar organismos y deshechos celulares, ademas de producir
metaloproteasas de matriz (MMP), comprometiendo la barrera hematoencefalica.
Asimismo, durante eventos neuroinflamatorios, la activacion de la microglia implica una
induccidn de la produccién de genes proinflamatorios, que posteriormente derivaran en la
produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1p, asi como la elevacion de
NO y ROS (Milosevic et al., 2022). Aunque la ROS producida por la microglia puede
dirigirse hacia diversos patogenos, durante la isquemia, estos funcionan como segundos
mensajeros los cuales contribuyen a la iniciacion e incremento de la actividad microglial.
Asimismo, la microglia reactiva activa factores de transcripcion como el NF-xB, que a su
vez promueve la activacion de iINOS ocasionando la produccion prolongada de NO. A

pesar de que la neuroinflamacion contribuye al deterioro en enfermedades
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neurodegenerativas debido a que se presenta por periodos prolongados o intensos, la
activacion microglial es un proceso que contribuye a la neuroproteccién (Milosevic et al.,
2022). Por otra parte, se puede observar una proliferacion de astrocitos lo que promueve la
expresion de factores inflamatorios como la IL-1B. De igual manera, en tejidos post-
mortem de pacientes fallecidos por isquemia cerebral se encontr6 en dichas células gliales,
una elevacion de la interleucina inflamatoria 1L-15 (Jayaraj et al., 2019).

4.7 Dafo a la barrera hematoencefalica

De manera general, la barrera hematoencefalica (BHE) es importante para mantener
la homeostasis cerebral, pues regula la entrada y salida de las sustancias en el cerebro,
ademas de proteger la integridad vascular. Durante y después de la isquemia la integridad
de la BHE se ve afectada, debido a la expresion de MMP-2 y MMP-9, las cuales ocasionan
alteraciones en la estructura de la BHE. Estas alteraciones, entre otras cosas, contribuyen a

la formacion del edema cerebral. (Xu et al., 2018).
5. Agmatina

La agmatina o (4-aminobutil)guanidina, es un péptido primario endégeno que se ha
podido observar en la corteza y tronco cerebral, asi como en la columna vertebral (Kosonen
et al., 2021). Para la sintesis y almacenamiento de la agmatina, los astrocitos juegan un
papel fundamental, debido a que la L-Arginina es abundante dentro de estas células gliales.
Una vez que la L-Arginina es liberada por los astrocitos, entra a la célula presinaptica
donde es descarboxilada por la arginina descarboxilasa mitocondrial para producir
agmatina (Figura 2). Ademas de esta via de sintesis, la agmatina también se ha podido
identificar vesiculada en las neuronas (Kosonen et al., 2021). Selakovic et al. (2019), sefiala
que la agmatina es un precursor de las poliaminas, por lo cual el uso de esta molécula en
diversas patologias puede resultar beneficioso. Asimismo, existe evidencia experimental
que ha demostrado que la agmatina tiene un efecto neuroprotector debido a que es capaz de

inhibir el estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial, la excitotoxicidad, los estados
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inflamatorios e incluso los procesos apoptoticos inducidos por isquemia en animales de
laboratorio (Selakovic et al., 2019).
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Figura 2: llustracion del mecanismo de sintesis de agmatina (Kosonen et al., 2021)

5.1 Agmatina en la excitotoxicidad

La evidencia experimental sefiala que existen varios mecanismos implicados en el
efecto neuroprotector de la agmatina. En este sentido estudios como los de Barua, y
colaboradores (2019), demuestran que en modelos con roedores, la administracion de
agmatina reduce la pérdida de neuronas por excitotoxicidad, por lo que el tamafo del area
de infarto es menor. Esto se debe a que la agmatina tiene un efecto antagonista de los
receptores NMDA y por lo tanto es capaz de inhibirlos, provocando que los niveles de

calcio intracelular no aumenten.
5.2 El papel de la agmatina en la formacion de radicales libres

Al inhibir los receptores NMDA, la agmatina puede inhibir la enzima éxido nitrico
sintasa (INOS) encargada de la produccion de NO, reduciendo la muerte neuronal (Gilad y
Gilad, 2000). Estudios en ratas también sefialan la agmatina cerebral reduce la NOS
endotelial (eNOS) (Barua et al., 2019).
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5.3 La funcidn de la agmatina en la respuesta neuroinflamatoria

La agmatina ha mostrado tener efectos sobre la respuesta inflamatoria, al inhibir
vias proinflamatorias y activar vias antinflamatorias. Por un lado, debido a la capacidad de
esta amina para bloquear los receptores NMDA, posee un efecto inhibitorio sobre la
produccion de NO, lo que a su vez produce un efecto sobre los macrofagos y células
astrogliales disminuyendo la actividad de NOS-2. Asimismo, Kim et al. (2016) sefialan que
la agmatina es capaz de inhibir la produccion de iINOS. Ademas, la agmatina reduce las
concentraciones de HMGB1, una proteina nuclear liberada por células inflamatorias y
necroticas. Durante etapas tempranas de la isquemia, esta proteina es liberada hacia el
espacio extracelular donde se une a los receptores tipo Toll TLR2 y TLR4. Posterior a esta
unién, son activadas las vias de sefializacion de NFx-B y TNF-a, lo que promueve desde
respuestas inflamatorias hasta la muerte de células neuronales a traves de TNFa, IL-1B e
IL-6. El papel de la agmatina podria ser la de impedir la traslocacion citosélica de HMGB1
y de este modo frenar las vias de sefializacion NFk-B y TNF-a. Asi como la agmatina es
capaz de inhibir citocinas inflamatorias como TNFa, IL-1p e IL-6, Xu et al. (2018), sefialan
la posible influencia de la agmatina sobre la produccion y liberacién de las citocinas IL-4 e
IL-10, consideradas como antiinflamatorias. Miranda (2016) ademas sefiala que la agmatina
es capaz de reducir la microglia reactiva, cuando esta estd presente en altas
concentraciones. Esta reduccion esta asociada con una menor expresion de iNOS, asi como
la disminucion de TNF-a. e IL-1 B (Ahn et al., 2011)

5.4 La agmatinay la barrera hematoencefélica

Autores como Jung et al. (2010) y Yang et al (2007) demostraron que la
administracion exogena de agmatina, en modelos in vitro, al reducir la eNOS puede inhibir
la expresion de las metaloproteasas de matriz (MMP-2 y MMP-9), las cuales aumentan la
permeabilidad de la BHE. De igual manera, estos autores utilizando retrovirus para
incrementar la agmatina enddgena, sefialaron que no solamente se redujeron la MMP-2 y
MPP-9 por la regulacion de eNOS, sino que se activo el factor de transcripcion 3 (ATF3).
En modelos de raton se encontr6 que la agmatina era capaz de regular la expresion de
acuaporina (AQP-1), localizada en las células endoteliales, reduciendo asi el edema

cerebral (Kim et al., 2009). En este sentido, Xu et al. (2018), sefiala que la administracion
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de agmatina incrementa la expresion de AQP-4 y AQP-9. Modelos en ratas mostraron que
la agmatina ademas contribuye a la reduccion de la apoptosis neuronal y la astrogliosis
cerebral ademas sefialan que la agmatina juega un papel importante en la neuroinflamacién
disminuyendo expresién de factores inflamatorios como la kappa B (NF « B) (Barua et al.
(2019).

6. Modelos animales

Los modelos animales son un método de investigaciéon comdnmente usado para
obtener informacion relativa a un proceso especifico. En el caso de la ICA, los modelos
animales buscan replicar los mecanismos que se manifiestan en los humanos, a través de la
reduccion de oxigeno y glucosa en el tejido cerebral. A pesar de que estos modelos no
reflejan a la perfeccion los eventos que ocurren en el humano tras un EVC, el uso de estos
métodos de investigacion es esencial para estudiar el efecto y valor de intervenciones
terapéuticas, por lo que resulta de suma importancia la seleccion apropiada del modelo de
estudio (Traystman, 2003). Dentro de los modelos a traves de los cuales se puede abordar la
isquemia cerebral, se encuentran los modelos in vitro e in vivo. Los modelos in vitro son
utilizados para observar los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en
condiciones similares a la isquemia, como lo son las deficiencias energéticas (Sommer,
2017). Por otra parte, podemos encontrar una gran variedad de modelos in vivo para la
isquemia cerebral. Comunmente dentro de este tipo de modelos los ratones y ratas son
seleccionados para las investigaciones, esto se debe a que la adquisicion y mantenimiento
de estos animales tiene un bajo costo. Ademas, para el monitoreo y procesamiento de tejido
de estos animales, se usan técnicas sencillas. Las consideraciones éticas también son un
factor importante para la seleccion de roedores como sujetos de investigacion (Sommer,
2017). Como ya se mencioné anteriormente, la trombosis arterial es la principal causa de
ECV, por lo que comprender como se sucede la formacion del trombo y los mecanismos
patoldgicos que estos activan en el SNC, son necesarios los estudios in vivo (Rodriguez et
al., 2003). Estos grupos de modelos son divididos en dos subgrupos: modelos de isquemia

cerebral focal y global. En los primeros la isquemia se realiza mediante la oclusion
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mecanica de la arteria cerebral media proximal (Bacigaluppi et al., 2010). En los modelos
de isquemia cerebral global se observa una reduccion critica del flujo sanguineo cerebral en
todo el cerebro. Estos métodos de investigacion son utilizados para estudiar los
mecanismos involucrados en la hipoperfusion y la reperfusién consiguiente, y generalmente

involucran la oclusion de la arteria carétida comun (Bacigaluppi et al., 2010).
6.1 Modelo de trombosis en la arteria carotida

Se han desarrollado varios modelos de trombosis, entre los que destacan la lesion
vascular que es producida por Cloruro Férrico (FeCls). Cuando el FeCls es expuesto sobre
los vasos sanguineos, ocasiona dafio oxidativo celular en especial en las células
endoteliales. Estas células pierden su condicion de proteccion frente a las células
plaquetarias, asi como los componentes de coagulacion, lo que ocasiona un trombo (Zhang
y Chen, 2012). Este modelo es ampliamente utilizado debido a que proporciona
informacion acerca del tiempo requerido para el desarrollo de un trombo, asi como
evidencia cuantitativa acerca de la lesion vascular y brinda informacion acerca de la
activacion plaquetaria. Ademas, es util en la busqueda de moléculas con potencial efecto

neuroprotector (Zhang y Chen, 2012).
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1. Justificacion

Como se ha mencionado, las EVC son un problema de salud publica que afecta la
vida de miles de personas en el mundo. Para la economia de los paises, ademas, representa
una carga socioeconémica debido a las secuelas que dicho padecimiento deja tras su
manifestacion (Kleinschnitz, Fluri y Schuhmann, 2015). Después de una EVC isquémica, el
dafio neuronal se hace presente ocasionando secuelas como déficits sensoriales, motores y
cognitivos (Bouet et al., 2007; Selakovic et al., 2019) que reducen la calidad de vida de
quienes lo padecen y aumentan los gastos hospitalarios. El Gnico tratamiento aprobado para
las EVC de tipo isquémico es la trombdlisis intravenosa con activador tisular del
plasmindgeno recombinante (rtPA); sin embargo, su administracion Unicamente puede
realizarse entre 4 a 5 horas después del inicio de la EVC, por lo que solo el 5 % de los
pacientes pueden ser tratado con dicho farmaco (Kleinschnitz et al., 2015). Este porcentaje
es aun menor en mujeres, las cuales tienen un 30 % menos de probabilidades de recibir
dicho tratamiento, lo cual puede atribuirse a un arribo tardio al hospital. Carlson (2014)
sefiala, ademas, que el rtPA Unicamente debe ser administrado en casos leves donde el
medicamento se pueda mantener en el sistema vascular, sin atravesar la BHE, ya que de no
ser asi la rtPA podria ingresar al SNC aumentando la excitotoxicidad. De igual manera, los
pacientes que reciben este farmaco tienen un riesgo 5 veces mayor de presentar una
hemorragia intracerebral, debido al aumento en la permeabilidad de la BHE, por ello
Medcalf (2011) sefiala que el rtPA tiene un efecto téxico neurovascular. Por lo tanto,
resulta evidente la urgencia de contar con nuevas opciones farmacoldgicas que funcionen
como alternativa para el tratamiento de las EVC isquémicas. EIl uso de agmatina exdgena
podria reducir los dafios ocasionados por la cascada isquémica y por lo tanto funcionar
como un agente protector de las neuronas (Gilad y H, 2000). Con base en lo anterior vy,
considerando que en el desarrollo de terapias efectivas es importante comprender las
diferencias biolégicas que pueden ocurrir entre organismos de diferente género, esta tesis
buscé identificar y caracterizar el posible efecto neuroprotector de agmatina en un modelo

de isquemia cerebral aguda inducida por trombosis en ratones hembra adultos.
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I11.  Pregunta de investigacion

¢La administracion de agmatina exdgena tiene un efecto neuroprotector en un

modelo de trombosis bilateral carotidea (TBC) en ratones hembra?

IV.  Hipotesis

El grupo de ratones hembra con isquemia cerebral aguda inducida por trombosis
bilateral carotidea que reciban la administracion de agmatina exdgena (100mg/Kg, i.p.),

tendran un mayor porcentaje de sobrevida.

El grupo de ratones hembra con isquemia cerebral aguda inducida por trombosis
bilateral carotidea que reciban la dosis de agmatina (100 mg/kg, i.p.), tendran un menor
puntaje en la Escala del Estado de Discapacidad Neurologica, en comparacion de aquellos a

los que no les fue administrado el farmaco

El grupo de ratones hembra con isquemia cerebral aguda inducida por trombosis
bilateral carotidea que reciban la administracion de agmatina exdgena (100mg/Kg, i.p.),

tendran un mayor puntaje en la prueba de excavacion.

El grupo de ratones hembra con isquemia cerebral aguda inducida por trombosis
bilateral carotidea mostraran una menor area de infarto, si se les administra una dosis de

agmatina (100mg/Kg, i.p.).
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V. Objetivos

7. Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector de agmatina en un modelo de trombosis bilateral

carotidea en ratones hembra

8. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la administracion aguda de agmatina en el porcentaje de sobrevida
de un grupo de ratones hembra (n=10) con isquemia cerebral aguda inducida por TBC.

Evaluar el efecto de la administracion aguda de agmatina en las alteraciones
conductuales, medidas a traves de la prueba de excavacion, presentadas en un grupo (n=10)

de ratones hembra con isquemia cerebral aguda inducida por TBC.

Evaluar el efecto de la administracion aguda de agmatina sobre las alteraciones
neuroconductuales, medidas a traves de la escala del estado de discapacidad neuroldgica, en

un grupo (n=10) de ratones hembra con isquemia cerebral aguda inducida por TBC.

Evaluar el efecto de la administracién aguda de agmatina en el tamafio del area de
infarto de los ratones pertenecientes al grupo con isquemia cerebral aguda inducida por
TBC



22

V1. Metodologia

9. Animales

En este proyecto se utilizaron ratones hembra, de la cepa CD1 de 3 meses de edad,
obtenidos de la Unidad Académica de Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Los
animales fueron alojados en una sala de experimentacion con ambiente controlado
(temperatura, humedad, iluminacién y ventilacién) y colocados en cajas de acrilico
(27x37x15 con 6mm de espesor) en grupos de tres. Se les proporcioné agua y alimento ad
libitum. Los ratones tuvieron un periodo de adaptacién a estas condiciones ambientales
durante una semana previa al inicio de los experimentos. Posteriormente, los animales
fueron divididos en 6 grupos, cada grupo con una n de 10, dependiendo las condiciones
experimentales a las que iban a ser sometidos (Figura 3). Todos los procedimientos fueron
realizados segun lo establecido en la NOM062-Z00-1999, y la Ley de proteccion a los
animales en la Ciudad de México (LA ASAMBLEA LEGISLATIVA Y LEGISLATURA,
s.f.). Ademas, este proyecto fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica
(FM/DI1/067/2018) y por el CICUAL (014-CIC-2018) de la Facultad de Medicina, UNAM.

Grupos
Experimentales
Control Sham EVC
Agmnfg?@TOO Salina (0.9%) Salina (0.9%)
Salina (0.9%) Agmnfgpkzgwo Agmnﬁg?kaé §100

Figura 3: Distribucién de los animales
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10.Evaluacion conductual

10.1 Escala del estado de discapacidad neuroldgica

La evaluacion de déficits neuroconductuales se llevd a cabo utilizando una version
adaptada al modelo de Trombosis Bilateral Carotidea de la Escala del Estado de
Discapacidad neurolégica (NDSS por sus siglas en inglés) descrita por Rodriguez et al.
(2005). La NDSS evalta las alteraciones neuroconductuales mas representativas del
modelo. En esta escala las alteraciones se estructuran en distintos grados de déficit, cada
uno caracterizado por manifestaciones especificas. En el nivel 0, no se observan
alteraciones notables, por lo que representa un estado considerado “normal”. A medida que
se avanza en la escala, se evidencian signos considerados de mayor gravedad. Es por ello
que en el nivel 10, se alcanza el desenlace mas grave, asociado con la muerte provocada por
la isquemia. Esta escala proporciona una clasificacion detallada de las alteraciones

neuroconductuales, facilitando la evaluacion precisa del estado de los sujetos bajo estudio.

La primera evaluacion se llevo a cabo antes de la cirugia, para establecer una linea
basal. Las siguientes evaluaciones se llevaron a cabo a las 24, 48, 72 y 96 horas posteriores
a la cirugia, con el propdsito de observar la evolucion de los déficits neuroconductuales.
Todas las evaluaciones se realizaron en un tiempo promedio de 3 minutos. A continuacion,
se describen como se distribuyeron las alteraciones neuroconductuales con respecto al

grado de déficit presentado (Figura 4).
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Grado del déficit  Alteraciones neuroconductuales

0 Nada

2 Hipoalgesia
Hipomovilidad leve
Pilocreccion
Ptosis

4 Decremento de fuerza muscular

Deeremento de tono muscular
Espalda Encorvada
Hipomovilidad moderada
Hiperalgesia
Hiperreactividad
Pasividad
Poliuria
6 Agresividad
Circling/ Rotacion corporal
Flexion de las extremidades anteriores /posteriores
Hemorragia (nasal y/o ocular)
Pérdida de cquilibrio
Postura Lateralizada
Temblores/ sacudimicntos, convulsiones
8 Hipomobilidad (Severa)
Respiracion dolorosa
Postura aplanada
10 Muecrte

Figura 4: Escala del estado de discapacidad neurolégica adaptada para el modelo de
Trombosis Bilateral Carotidea en ratones hembra.

10.2 Prueba de excavacion

La construccion de madrigueras (denominada en inglés Burrowing) es una conducta
ampliamente estudiada en los pequefios roedores. Autores como Deacon (2006), han
utilizado esta técnica que al no ser invasiva y ser aparentemente gratificante para los
animales, funciona para monitorear a largo plazo la conducta del animal en el proceso de
salud a la enfermedad. Deacon (2009), menciona que la técnica de Burrowing ha
demostrado ser sensible a procesos inflamatorios, lesiones cerebrales y administracion
farmacoldgica tanto en ratones como en ratas. Utilizando la técnica propuesta por Deacon
(2006) previo a prueba de Burrowing, se inicié una fase de facilitacién social que tuvo una
duracion de un dia, donde los ratones fueron colocados de manera conjunta en cajas con un
tubo gris de 20 cm de largo y 6.8 cm de diametro. Por la parte frontal el tubo contaba con
una elevacion de 3 cm, sostenido por dos tornillos de 5 cm con una separacion de menos de
un cuadrante del tubo. La parte posterior del tubo se encontraba cerrada. Dentro de los

tubos fueron colocados 200 g de pellets. Para crear una linea base, los ratones fueron
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colocados de manera individual, en cajas con un tubo gris, con las caracteristicas
anteriormente descritas, y permanecieron en esta fase durante el transcurso de un dia. Una
vez concluida la linea base y con la intencion de observar las diferencias individuales de
vigorosidad por parte de los ratones, se coloco durante dos horas en la misma caja con los
tubos grises que contenian 200 g de pellets. Transcurrido el tiempo, se realizé el pesaje de
los pellets que el ratén expulsoé del tubo. Se recolocaron los 200 g de pellets dentro del tubo
y el raton fue conservado en la caja durante toda la noche. Al dia siguiente se realizo el
conteo de pellets expulsados. Este mismo procedimiento se realizé durante 4 noches
(Deacon, 2006).

11.Técnicas quirurgicas
11.1 Ovariectomia

La Ovariectomia es la técnica quirdrgica, mediante la cual los ovarios son extraidos
del organismo que se desea estudiar. Esta técnica es un modelo que imita a la menopausia y
nos permite obtener informacion acerca de los eventos asociados a esta etapa, como la
osteoporosis, eventos cardiovasculares y enfermedades inflamatorias (Souza et al., 2018).
Los animales recibieron como anestésico una mezcla de ketamina (80mg/kg) y xilacina
(10mg/kg), via intraperitoneal previo a la ovariectomia. Posteriormente al ratén se le realizo
el rasurado, lavado quirudrgico y desinfeccion del area dorsal. Se realizd una incision en el
musculo oblicuo abdominal, para poder tener acceso a la cavidad abdominal y ubicar el
ovario derecho, el cual fue sustraido y colocado sobre el campo quirargico. Asimismo, fue
colocada una ligadura en el paquete vascular del ovario. Este procedimiento fue repetido
para la extraccién del ovario izquierdo. Una vez que ambos ovarios se encontraban fuera
del organismo, se realiz6 una sutura en la incision creada, la cual también fue desinfectada.
Posterior a la cirugia, los ratones fueron administrados, via subcutanea, con flunixin
meglumine (6mg/kg) para evitar la presencia de dolor postoperatorio (Lizano Salas et al.,
2020).
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11.2 Trombosis bilateral carotidea

La isquemia cerebral aguda fue inducida con el modelo de Modelo de Trombosis
Bilateral Carotidea (TBC). Este nuevo modelo fue disefiado para replicar con mayor
precision la isquemia observada en humanos. Para esta adaptacion se combinaron dos
modelos: ElI modelo de Trombosis en la Arteria Cardtida descrito por Li, Nieman y Gupta
(2016) y del modelo de Seccionamiento Secuencial de la Arteria Car6tida Comun (SCAS)
(Rodriguez et al., 2000). Bajo las técnicas propuestas por el modelo de Li et al. (2016) los
animales fueron anestesiados via intraperitoneal con 60mg/kg de Pentobarbital Sédico (6.3
%) (Pisabentall). Una vez confirmado el plano anestésico el animal fue colocado vy fijado
sobre una tabla operatoria en posicion supina para extender sus extremidades, asimismo, los
incisivos fueron sujetados. Posteriormente se realiz6 una incision en la linea media de la
zona anterior del cuello, esta incision permitio la localizacion de la arteria carétida
izquierda y su separacion del nervio vago. Una vez que la carétida se encontraba en
condiciones Optimas, se colocd un papel filtro impregnado con FeCI® al 7.5 % durante 3
minutos (excepto a los ratones del grupo Sham, a los cuales se le coloco papel filtro sin
residuos FeClI®), con el fin de crear un trombo (Figura 5). Concluido este tiempo, se retird el
papel y se cerro la incision con hilo quirdrgico. Asimismo, considerando las investigaciones
de Rodriguez et al. (2000), donde se establece que las EVC tienen un componente crénico
de reduccién del FSC, se realizo el mismo procedimiento en la arteria carotida derecha 32

dias después de la primera cirugia.
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Figura 5: Procedimiento realizado en el Modelo de Trombosis en la Arteria Car6tida (L,
Nieman y Gupta, 2016)

12 Administracion de farmacos

Para determinar el efecto neuroprotector de la agmatina, en la segunda cirugia los
grupos experimentales fueron divididos en dos. De esta manera se crearon 6 grupos, con
tres distintos tipos de manipulacién quirtrgica y dos condiciones de administracion. Los
grupos “Control Salina”, "Sham Salina” y “EVC Salina™ fueron administrados de manera
intraperitoneal con solucion salina 100mg/kg 15 minutos después de la segunda cirugia, tal
como esté establecido el protocolo de Rodriguez et al. (2003). La agmatina (100 mg/kg),
previamente disuelta en solucion salina, fue administrada via intraperitoneal dentro de la
ventana de tiempo de 15 minutos posterior a la segunda cirugia. Este farmaco fue
administrado a los sujetos pertenecientes a los grupos “Control Agmatina", "Sham

Agmatina” y “EVC Agmatina” en una dosis de 100mg/kg (Kim et al., 2009)
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13 Tincién con 2,3,5-Cloruro de Trifeniltetrazolio

El 2,3,5-Cloruro de Trifeniltetrazolio mejor conocido como TTZ, es una sal de
Tretazolio soluble en agua (Zhang y Chen, 2012). Dentro de las células en tejidos viables,
el TTZ es capaz de reducirse a formazan, un compuesto liposoluble y fotosensible que es
capaz de conferir un tinte rojo a los tejidos (Bederson et al., 1986). Autores como Zhang y
Chen (2012), han utilizado la TTZ para delimitar el &area cerebral infartada. Para la
aplicacion de esta técnica, los ratones fueron administrados de manera intraperitoneal con
una dosis letal de Pentobarbital (150 mg/Kg) para inducir eutanasia, posteriormente fueron
decapitados. El cerebro fue extraido del crdneo y fue réapidamente colocado en
refrigeracion, con el propdsito de facilitar su manipulacion. Una vez transcurridos 10
minutos, los encéfalos fueron colocados en la matriz de cortes coronales para obtener
muestras de 1 mm, las cuales se extendian desde el bulbo olfatorio hasta el cerebelo. Méas
adelante, las muestras fueron colocadas en una caja de petri con solucion de TTZ al 2 %,
donde permanecieron durante 30 minutos. Al terminar se observaron los tejidos y fueron
considerados dafiados, aquellos que permanecieron sin tefliir. Las muestras fueron
transferidas a una caja de Petri con solucion salina para ser fotografiadas con ayuda de una
camara digital para microscopio estereoscopico Olympus SZ61, en un cuarto obscuro. Las
iméagenes fueron procesadas con el software FIJI/ImageJ con el objetivo de calcular los
pixeles totales correspondientes a la imagen por cada corte realizado, considerando tanto
las areas tefiidas como no tefiidas y determinando asi el area total del tejido. Ademas, se
calcularon los pixeles correspondientes al area de infarto, tomando en cuenta las areas no
tefiidas. Este enfoque de analisis permitié una medicion integral que abarcé la totalidad del
tejido examinado. Con base en estas mediciones, se determind el porcentaje de dafio en el

area examinada.

14 Sobrevida
La sobrevivencia de los sujetos experimentales fue registrada durante la primera y
segunda cirugia en los periodos de observacion de 24, 48, 72 y 96 horas, asi como en el

periodo entre cirugias.
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15 Analisis estadistico

Para determinar el porcentaje de sobrevida en los periodos de 2, 24, 48, 72 y 96 horas
posteriores a la segunda cirugia, se hizo uso del método Kaplan Meier, este método aporta
la ventaja de estimar las probabilidades de supervivencia, posteriormente se empled la
prueba de rangos logaritmicos con el propdsito de comprar los datos. La evaluacion de los
déficits neuroconductuales presentados posterior a la trombosis bilateral, se llevé a cabo
gracias a la adaptacion de la escala NDSS (Rodriguez et al., 2005). La informacion
resultante en dicha escala fue analizada mediante la prueba de normalidad de Shapiro Wilk
y de acuerdo con los resultados obtenidos, se determino utilizar la prueba estadistica de
Kruskal Walis y la prueba PosHoc Dunn para determinar si existian diferencias
significativas de las medias de los grupos experimentales y en donde se encontraban dichas
diferencias. El analisis conductual se llevé a cabo mediante la prueba de excavacion, los
datos obtenidos fueron analizados a través de la prueba Kruskal Walis y Dunn como
PosHoc, la cual permitio comparar las medias en los grupos experimentales. Finalmente, a
través de la prueba histologica TTZ se contabilizé el area total, es decir, los pixeles totales
correspondientes a la imagen por cada corte realizado. Asimismo, se calcularon los pixeles
correspondientes al area de infarto, tomando en cuenta las areas no tefiidas por cada corte.
Se considero el 100% como el total de pixeles comprendidos en todas las rebanadas.
Posteriormente, se calculé la proporcion de dafio para cada grupo. En el analisis de los
datos histologicos, se utilizo la prueba de ANOVA de una via junto con la prueba post hoc
de Tukey para discernir las diferencias entre las medias de los grupos experimentales. La
eleccion de estas pruebas se baso en la normalidad de los datos, confirmada mediante el

analisis de Kolmogorov-Smirnov.

Las pruebas estadisticas se realizaron a través del programa GraphPad Prism versién

5.0 de Windows, considerando como valores estadisticamente significativos P< 0.05
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16 Cronograma experimental

El periodo de experimentacion tuvo una duracion de 73 dias (Figura 6) por cada grupo. Este
periodo comprende desde la obtencion de los animales hasta el sacrificio de estos.

: @&
68 69 70 71 72 73
) A
Primera Cirugia 69
Dia 1 7 37 Segunda Cirugia
36 37 38 39 40 41

Trombosis Evaluacién i Cuantificaci
Obtencion de . . Evaluacion . B Eutanasia uantificacion

animales Ovareclomia CBlIatera\ Excavacion NDSS Administracion del area de

arotidea

infarto

Figura 6: Representacion grafica del tren experimental dentro del disefio propuesto por este
trabajo.
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VI. Resultados

17 Sobrevida

Antes de la primera cirugia los animales fueron divididos en tres grupos: grupo
Control (n =24), grupo Sham (n= 38) y grupo con EVC (n = 35). Después de la primera
cirugia se registr6 la muerte de un raton con EVC y durante las 72 horas posteriores al
procedimiento quirdrgico se registrd la muerte de un ratén perteneciente al grupo sham. En
el periodo entre operaciones, es decir, durante los siguientes 32 dias se registro la muerte de
un raton perteneciente al grupo control y uno perteneciente al grupo EVC. Despues de la
segunda cirugia los grupos fueron divididos de manera aleatoria para la administracion del
farmaco; sin embargo, 6 animales murieron antes de dicha administracion. De esta manera,
se obtuvieron 6 grupos experimentales: grupo control administrado con solucién salina
(n=12), grupo control administrado con agmatina (n = 11), grupo sham que recibié solucion
salina (n =18), grupo sham administrado con agmatina (n = 16), grupo EVC que recibi6
solucion salina (n = 17) y grupo EVC administrado con agmatina (n= 15). Se evalud la tasa
de sobrevida de los grupos experimentales, en los periodos de 2, 24, 48, 72 y 96 horas
posteriores a la segunda cirugia (Figura 7), dicha informacion fue analizada utilizando la
prueba de Kaplan Meier de rangos logaritmicos, donde las n asignadas en la segunda
cirugia se consideraron como el 100 %. Se consider6 como n inicial la obtenida tras la

administracion del farmaco posterior a la segunda cirugia.
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Figura 7: Porcentaje de sobrevida en periodos de evaluacion cada 24 horas (eje x) despueés
de la segunda cirugia (Kaplan Meier de rangos logaritmicos, p<0.05). Los simbolos
representan los grupos experimentales: Control salina (n=12), Control agmatina (n=11),
Sham salina (n=18), Sham agmatina (n=16), EVC salina (n=17) y EVC agmatina (n=15).

Como se observa en la figura 7, despues de la segunda cirugia, los grupos control
que recibieron solucion salina y agmatina, presentaron porcentajes de 100% de sobrevida y
se mantuvieron estables a través de todo el tiempo de observacion. En los grupos de
animales isquémicos que recibieron solucion salina y agmatina se presento la muerte de un
individuo en cada grupo Unicamente en las primeras 24 horas posteriores a la manipulacion
quirdrgica. Posteriormente se mantuvieron los porcentajes de sobrevida para los grupos
EVC que recibieron salina (96.7 %) y EVC a los que se les administr6 agmatina (96.4%).
En contraste, los grupos Sham sufrieron una disminucién progresiva en la sobrevida, la cual
alcanzé el pico maximo a las 72 horas, pero después de este periodo no se presentd ninguna
muerte en el grupo Sham que recibid salina manteniendo asi su porcentaje de sobrevida en
88.1 %. Por otra parte, el grupo Sham al que se le administré agmatina presenté una muerte
mas a las 96 horas, siendo asi el grupo con menor porcentaje de sobrevida con un 78.1 %.
A pesar de que no se encontrd significancia estadistica en la sobrevida de los animales se
puede observar una clara tendencia a la baja en la sobrevida de los datos de ambos grupos
Sham.
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18 Evaluacion neuroconductual medida por la escala del estado de

discapacidad neuroldgica

Para determinar los posibles déficits neuroconductuales inducidos por la isquemia en
los animales se empled una adaptacion de la escala NDSS en la cual se incluyeron por
andlisis de frecuencias acumuladas, los signos neurolégicos caracteristicos del modelo
utilizado en esta investigacion. En esta adaptacion, se incluyeron Unicamente aquellos

déficits presentes en los animales posterior a la induccion del trombo.

Esta evaluacion neuroconductual se realizé en condiciones basales y en los periodos de 2,
24, 48, 72 y 96 horas posteriores a ambas cirugias. Como se puede observar en la Figura 8,
los resultados obtenidos después de la primera cirugia muestran que no existe diferencia
entre los puntajes obtenidos por ambos grupos control (control salina y control agmatina) a
lo largo de todo el experimento. En contraste, los grupos manipulados quirdrgicamente
tuvieron un comportamiento diferente desde las 2 horas posteriores a la primera cirugia.
Tanto los animales de los grupos Sham como los isquémicos (EVC) mostraron déficits
neuroconductuales después de la manipulacion quirdrgica, los cuales se mantuvieron a lo

largo de los 5 periodos de evaluacion.
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Figura 8: Evolucion temporal de las medias y desviacion estandar de la calificacion
obtenida en la evaluacion neuroconductual en los periodos posteriores a la primera cirugia.
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 Kruskal Walis y Dunn. Los simbolos representan los grupos

experimentales (n=10 en todos los grupos)

La figura 9 muestra las evaluaciones posteriores a la segunda cirugia, se observa
que todos los grupos experimentales muestran una disminucion de los déficits neurolégicos
en la evaluacion previa (linea basal) a la segunda cirugia en comparacién a las
calificaciones obtenidas en la escala NDSS en el Gltimo periodo de evaluacion después de
la primera cirugia. Los grupos controles presentan un comportamiento similar desde la
linea base de la segunda cirugia hasta las 24 horas posteriores a la administracion del
farmaco. A partir del periodo de 48 horas, los animales del grupo control que recibieron
agmatina presentaron un leve aumento en los déficits neurologicos que se mantuvo hasta
las 96 horas. Por otro lado, los animales pertenecientes al grupo control administrado con
salina, no presentaron déficits neurolégicos durante ninguno de los periodos de observacion
manteniendo valores de cero en la escala NDSS. Después de la administracion del farmaco,
los grupos que fueron manipulados quirdrgicamente presentaron un aumento en las
calificaciones obtenidas en la escala NDSS. Con respecto a los grupos isquémicos (EVC),
los animales administrados con agmatina presentaron una tendencia a la disminucion de los
déficits neuroconductuales, a partir de las 48 horas que se mantiene hasta el altimo periodo
de evaluacion. En cambio, el grupo EVC administrado con salina, presenta una
disminucion de los déficits hasta el periodo de 96 horas (x=2.88), estos valores son
similares a los observados en los animales isquémicos que recibieron agmatina (x=3). Por
altimo, los grupos Sham presentan un comportamiento antagonico; mientras que los
animales administrados con agmatina presentan una tendencia a la disminucion de los
déficits neuroconductuales, los animales del grupo Sham que recibieron solucién salina

muestra una tendencia al aumento de los déficits que se mantiene hasta las 96 horas.
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Figura 9: Evolucion temporal de las medias y desviacion estandar de la calificacion
obtenida en la evaluacion neuroconductual en los periodos posteriores a la segunda cirugia.
*p<0.05 **p<0.01 Kruskal Walis, Dunn. n=10 en todos los grupos.
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19 Evaluacion conductual por medio de la prueba de excavacion

La prueba de excavacion (Burrowing, en inglés) fue utilizada para evaluar el efecto
de la isquemia cerebral en una conducta innata relacionada con la actividad hipocampal
(Deacon, 2006). Se pes6 el gramaje contenido en los tubos dispensadores manipulado por
los animales. Debido a la naturaleza de la prueba, los datos fueron agrupados en dos
distintos cortes de tiempo. Por un lado, los datos recabados en los periodos de dos horas de
actividad (2/LB, 2/24, 2/48, 2/72 y 2/96 horas) y por otro, los datos que se recolectaron
cuando los sujetos realizaron la conducta durante toda la noche (LB, 24, 48, 72 y 96 horas).

Como se observa en la figura 10, Panel A, en todos los grupos experimentales -
excepto el grupo control salina- se observa una disminucion en la cantidad de material
movilizado en el primer periodo de observacion después de la primera cirugia. Por una
parte, los grupos control tienen una actividad de 2 horas de excavacion similar en las
mediciones realizadas a las 24 y 72 horas, variando principalmente a las 96 horas, donde le
grupo control salina mostr6 una media inferior (x=38.45) a la del grupo control agmatina
(x=88.85). De igual manera, los animales de los grupos Sham mostraron una actividad de 2
horas de excavacion similar en las mediciones realizadas a las 24, 72 y 96 horas. Con
respecto a los animales de los grupos isquémicos (EVC) la actividad realizada durante las 2
horas fue igual en la medicidn de las 24 horas post primera cirugia, pero difirio a partir de
la medicion de las 48 horas hasta alcanzar diferencias significativas (p<0.01) en la
medicion correspondiente a las 96 horas después de la primera cirugia. Es importante
destacar que el grupo EVC agmatina mostr6 muy poca actividad de excavacion en las 2

horas evaluadas a lo largo de todo el experimento.
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Figura 10: Evolucion temporal de las medias del material de excavacién manipulado, asi
como desviacion estandar, en periodos de 2 horas (Panel A) y durante toda la noche (Panel
B) posteriores a la primera, Kruskal Walis, Dunn. Los simbolos representan los grupos
experimentales, n=10 en todos los grupos
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Con respecto a la actividad de excavacion realizada durante toda la noche después
de la primera cirugia, los resultados obtenidos (Fig. 10, panel B) muestran que los grupos
control tuvieron una actividad diferente a lo largo de los 5 dias de observacion. En
contraste, ambos grupos sham presentaron un comportamiento similar durante todo el
experimento. Los animales del grupo control agmatina aumentaron su actividad de
excavacion (méas de 100 gramos de material manipulado) alcanzando diferencia
significativa (p<0.05) en la medicion realizada a las 72 horas post cirugia en comparacion
con el grupo EVC agmatina. Por otro lado, los animales control salina se mantuvieron en
valores cercanos a 50 gramos de material manipulado durante todo el experimento. Con
respecto a los grupos isquémicos, el grupo EVC agmatina mostré un nivel de actividad de
excavacion bajo (valores por debajo de 50 gramos de material manipulado) mientras que
los animales isquémicos salina (EVC salina) mostraron un nivel alto de actividad con
valores de mas de 100 gramos de material movilizado durante la noche en las mediciones
realizadas a las 48, 72 y 96 horas. A pesar de que los grupos de EVC manipulan volimenes
distintos de material, el comportamiento de los datos en los periodos de 24, 48 y 72 horas
es similar en ambos grupos, ya que observamos que la conducta observada después de la

cirugia supera la registrada previamente (linea basal) a la induccion de la isquemia.

En la Figura 11 se presentan los resultados después de la segunda cirugia. En el
Panel A podemos observar la cantidad de material manipulado en periodos de 2 horas por
los diferentes grupos experimentales. Observamos que en todos los grupos experimentales -
excepto el grupo control salina - hubo una disminucion de la conducta de excavacion en el
periodo de observacion posterior a la administracion del farmaco. Ademas, con excepcion
de los grupos sham, todos los grupos experimentales muestran comportamientos distintos
dependiendo del farmaco que les fue administrado. En los grupos control, no se presentaron
diferencias en la linea base, sin embargo, es posible observar que, mientras que el grupo
control administrado con salina exhibe un aumento paulatino en la cantidad de material
manipulado (valores cercanos a 70 g), en los animales del grupo control administrados con
agmatina el aumento se da de manera rapida en el periodo de 48 horas (x=143.94) después
de la administracion del farmaco (p<0.05, entre ambos grupos control). Por su parte, los
grupos sham mostraron actividad de 2 horas similar en las mediciones realizadas en los

periodos de 24, 48 y 72 horas, con valores de material manipulado por debajo de 50 gramos
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que no logran superar los valores alcanzados durante la medicion previa a la segunda
cirugia (linea basal). En los grupos EVC se presenta una tendencia a la recuperacion de la
conducta de excavacion. Los animales isquémicos administrados con solucion salina
presentaron dicha tendencia a partir del intervalo de 48 horas, en contraste, los animales
isquémicos que recibieron agmatina presentaron esta tendencia hasta las 72 horas. Cabe
destacar que a pesar de que los animales del grupo EVC que recibié agmatina manipulan
cantidades pequefias de material durante la prueba son el Unico grupo que superd los
valores obtenidos antes de la intervencion quirtrgica. En cuanto a la actividad de
excavacion realizada durante la noche (Figura 11, panel B), se observo que los animales
control mantuvieron una conducta de excavacion estable a lo largo de todo el experimento,
sin embargo, es importante sefialar que los animales control que recibieron solucién salina
manipularon un promedio de 73 gramos en contraste con los 160 gramos que fueron
desplazados por los animales control que recibieron agmatina. Con respecto a los grupos
sham, podemos observar que ambos grupos disminuyeron su actividad de excavacion en la
medicion de 24 horas post segunda cirugia, comparada con la linea basal. Ademas, los
animales sham que recibieron agmatina mostraron un incremento de su actividad de
excavacion logrando, en la medicion de las 96 horas, valores por arriba de los obtenidos
durante la medicion previa a la segunda cirugia. Aun cuando el grupo sham que fue
administrado con solucién salina tambien mostro una tendencia a la recuperacion, ésta fue
modesta, se presentd hasta la medicion de las 72 horas y no fue superior a la medicion
obtenida antes de la segunda cirugia. En lo que concierne a los grupos EVC, si bien en
ambos se presenta una disminucion en la cantidad de material manipulado dentro de las 24
horas posteriores a la segunda cirugia, es posible observar que en los animales tratados con
salina esta disminucion se presenta de manera mas abrupta. En ambos grupos existe una
tendencia al aumento de la conducta de la excavacion, sin embargo, esta tendencia se hace
presente primero en los animales administrados con salina (en el periodo de 48 horas), en
tanto los animales que recibieron agmatina presentan el aumento de la actividad hasta las
72 horas posteriores a la intervencion quirdrgica. Aun cuando, los animales pertenecientes
al grupo EVC tratados con agmatina exhiben niveles bajos de actividad (menor a 50 gramos
de material manipulado), en este grupo es posible observar que la recuperacién logra

superar a los valores obtenidos antes de la intervencion quirdrgica.
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Figura 11: Evolucién temporal de las medias y desviacion estandar del material de
excavacion manipulado después de la segunda cirugia, en intervalos de 2 horas (Panel A) y
durante toda la noche (Panel B). Kruskal Walis, Dunn. Los simbolos representan los grupos

experimentales, n=10 en todos los grupos
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20 Area de infarto

Con el fin de obtener el porcentaje de &rea de infarto se empled la técnica
histologica de TTZ, mediante la cual se pudo diferenciar las zonas metab6licamente activas
(zonas rojas) de las zonas que no contaban con dicha actividad (zonas blancas). Los datos
recabados mediante esta técnica fueron procesados y analizados a través de la prueba
ANOVA de una via. Como se observa en la Figura 12, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales. Ademas, es posible
observar que el porcentaje de dafio es semejante entre los grupos control. Con respecto al
grupo Sham, es posible observar que la manipulacién quirdrgica provocé un aumento en el
porcentaje de dafio en el grupo Sham administrado con salina en comparacion con el grupo
Sham que recibié agmatina. En cuanto a los grupos isquémicos, se observo un porcentaje
de dafio de aproximadamente 5% en el grupo EVC que recibidé soluciéon salina. En
contraste, los animales que recibieron agmatina después de la intervencion quirurgica

presentaron  los  valores mas  altos de dafio  cerebral = (x=9.49%).

A B
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Figura 12: Comparacion de tejido dafiado por trombosis. A Imagen de tejido perteneciente

al grupo control. B Fotografia de tejido obtenido del grupo EVC. C Representacion gréafica

del porcentaje de tejido lesionado por trombosis, las columnas representan cada una de las
condiciones experimentales, n= 9-10.
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VII. Discusion

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar el efecto neuroprotector de la
agmatina en un modelo de trombosis bilateral carotidea en ratones hembra. La agmatina es
un péptido primario endégeno presente en el organismo de los mamiferos que, al ser
precursor de poliaminas, tiene la capacidad de modular diversas funciones cerebrales,
aunque también se le ha asociado en algunas patologias (Selakovic, 2019). Durante los
altimos afios se han demostrado los efectos de la agmatina sobre algunos de los eventos
presentes en la cascada isquémica, especialmente sobre la respuesta inflamatoria, en
modelos experimentales tanto in vivo como in vitro (Kim et al., 2016; Xu et al., 2018;
Miranda. 2016; Ahn et al., 2011). Las enfermedades cerebrovasculares isquémicas se
caracterizan por la interrupcion del flujo sanguineo cerebral ocasionando una serie de
eventos bioguimicos que producen dafio en los tejidos e incluso la muerte en el area de
infarto. Alrededor de esta area de infarto se localiza la zona de penumbra, que aun conserva
flujo sanguineo reducido, por lo cual es considerada una ventana de oportunidad para
disminuir el dafio ocasionado por la isquemia, y por lo tanto, la reducir la severidad de los
déficits neuroldgicos causados por la hipoxia. Actualmente la Unica molécula aprobada para
el tratamiento de las EVC isquémicas es el rtPA (Activador tisular del plasminogeno
recombinante), sin embargo, este medicamento tiene restricciones para su uso por lo que no
satisface las necesidades de la intervencion médica, ademas de ser potencialmente tdxico;
es por esto por lo que, la busqueda de moléculas con potencial efecto neuroprotector es

muy importante.

En el presente trabajo se evaluaron la conducta de excavacion, los déficits
neuroconductuales y el area de infarto, como pardmetros para determinar el dafio
neurolégico después de la isquemia y su posible recuperacion posterior a la administracion
de agmatina. En este sentido, Livingston y Tasker (2013), sefialan la importancia de la
evaluacion de la funcion neuroldgica, la cual no sélo permite identificar los déficits
presentados en los periodos post-isquemia, sino que ademas permite detectar posibles
tratamientos terapéuticos en modelos animales que, de manera factible, puedan trasladarse

a la clinica.
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El modelo de isquemia por trombosis utilizado en este trabajo es sensible a los
cambios presentados a través del tiempo, lo que nos permitio evaluar el comportamiento y
funcion neuroldgica de los animales antes y después de dos manipulaciones quirdrgicas y
un periodo de reperfusion. Los estudios acerca de los efectos de farmacos en el proceso
isquémico han sido, en su mayoria, realizados en roedores macho por lo que consideramos
especialmente importante este trabajo en donde hemos utilizado ratones hembra en adultez
tardia. En este sentido existe evidencia de que la EVC tiene un perfil diferente cuando lo
padece un hombre que cuando se presenta en una mujer y se especula que existen
diferencias bioldgicas que influyen en los mecanismos de lesion después de un accidente
cerebrovascular isquémico (Gibson, 2013).

Para evaluar el probable efecto neuroprotector de agmatina utilizamos un modelo de
trombosis inducida por la aplicacion de FeClsz en dos momentos; en la primera cirugia la
formacion del trombo provoco una disminucion en el flujo sanguineo cerebral de tal
manera que el infarto provocado en la segunda cirugia (32 dias despues de la primera)
sucedid en un cerebro en estado de hipoperfusion. Como consecuencia de estos eventos los

animales sufrieron infarto.

Desde el punto de vista conductual, observamos que después de la primera cirugia
hubo un aumento de los déficits neuroconductuales, medidos a través de la escala NDSS
(Figura 8), en los grupos Sham y EVC en comparacion con los grupos control. Estas
diferencias pueden ser atribuidas tanto a la manipulacion de la arteria car6tida como a la
formacion de trombos en el grupo EVC. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que
nuestro modelo de isquemia es efectivo para provocar dafios neurologicos similares a los
observados en el escenario clinico. Por otra parte, la reduccién en las calificaciones de la
evaluacion neuroldgica que presentan los grupos experimentales en la evaluacién previa a
la segunda cirugia (Figura 9, linea basal) en contraste con los datos obtenidos durante el
altimo periodo de evaluacion de la primera cirugia, sugieren la presencia de mecanismos
compensatorios que conducen a una mejoria de la funcién neuroldgica de los animales.
Estos resultados son consistentes con los reportados por Rodriguez et al. (2000) quienes
sefialan que a partir de la oclusion de la arteria cardtida se producen mecanismos

compensatorios como el aumento del flujo sanguineo en el lado opuesto y la expansion del
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didmetro de la arteria contralateral, lo que conduce a una reduccion en los signos
neurologicos. Estos resultados fundamentan la realizacion de una segunda cirugia, a través

de la cual se produjo un evento agudo.

Por otra parte, en la prueba excavacion existe una disminucion en los gramos del
material manipulado en el periodo de observacion posterior a la primera cirugia, esta
diminucion se observa en todos los grupos experimentales -excepto en control salina-
(Figura 10). Los resultados obtenidos sugieren la eficacia de nuestro modelo para inducir
lesiones hipoxicas en el hipocampo y la vulnerabilidad de los animales a sufrir dafio incluso
con la manipulacion arterial. Estas lesiones fueron evidenciadas a través de la conducta de
excavacion, la cual ha demostrado ser sensible a modificacion por lesiones hipocampales.
Asimismo, en todos los grupos experimentales es posible observar la recuperacion de la
conducta en el ultimo periodo de evaluacion. No se observaron diferencias entre la
evaluacion previa a la segunda cirugia y la evaluacion a las 96 horas de la primera cirugia,
lo cual sugiere que la reperfusion no tiene un impacto significativo en la conducta de
excavacion. Aun cuando pueden existir otros procesos a corto plazo que favorecen la
recuperacion de la conducta de excavacion es posible que el evento trombético ocasionado
en la primera cirugia sea un evento transitorio, y que los mecanismos compensatorios sean
capaces de revertir sus efectos. Esta caracteristica del modelo de trombosis es muy
importante porque recrea lo observado en los pacientes isquémicos en los que se existe la
presencia de eventos transitorios recurrentes antes de presentar un infarto (Simon et al.,
2010).

Con respecto a los resultados obtenidos después de la segunda cirugia, observamos
que la administracion de agmatina (100 mg/kg) 15 minutos después de la segunda cirugia,
es capaz de reducir los déficits neuroconductuales medidos a través de la escala NDSS en
los grupos de animales Sham agmatina y EVC agmatina (Figura 9). Aunque la media de los
puntajes en el grupo Sham agmatina era mas alta en la linea base de la segunda cirugia en
comparacion con su contraparte que recibi6 el vehiculo, los animales tratados con agmatina
muestran una tendencia a la disminucién de los déficits neuroconductuales a partir de las 48
horas, persistiendo esta mejora hasta el ltimo periodo de observacién. En cambio, el grupo

Sham salina, después del periodo de 48 horas, exhibe un aumento sostenido de los déficits
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neuroconductuales. En el caso de los grupos isquémicos (EVC), los animales tratados con
agmatina presentaron una disminucion de los déficits neuroconductuales que se inicid a las
48 horas y se mantuvo hasta el dltimo periodo de evaluacion. En contraste, el grupo EVC
salina mostré una reduccién de los déficits hasta el periodo de 96 horas, siendo esta
disminucion mas temprana en el grupo EVC agmatina, donde ya a las 48 horas se evidencid
una tendencia a la mejora de los déficits presentados. Ademads, tanto el grupo Sham
agmatina y EVC agmatina, mostraron una tendencia a la recuperacion de la conducta de
excavacion (Figura 11) que superd la media obtenida antes de la manipulacion quirudrgica,
lo que sugiere que la presencia del farmaco limitd el tamafio de la lesion inducida por
isquemia en el area hipocampal (Robert M J Deacon, 2006). Este efecto neuroprotector de
agmatina es consistente con reportes previos en los cuales se sugiere que, aunque el
mecanismo preciso de neuroproteccion de la agmatina no se conoce a detalle, destacan su
capacidad de modular la excitotoxicidad, su papel en la inhibicién de la generacion de
radicales libres, el mantenimiento de la barrera hematoencefalica y la liberacion de factores

inflamatorios. (Selakovic, 2019).

La respuesta inflamatoria producida por la isquemia cerebral es “estéril” ya que la
respuesta inmunitaria se produce en ausencia de patdgenos, en su lugar, la microglia y los
patrones moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus siglas en inglés) son activados a
través de la liberacion de diversas moléculas producidas en las células dafiadas. Esta
respuesta juega un papel fundamental dentro de la isquemia ya que se desencadena un
proceso de inflamacién aguda transitoria que acentda los dafios ocasionados en el tejido
cerebral y lesiona al area de penumbra, y se refleja a través de diversos déficits
neuroldgicos. En contraparte, esta misma respuesta promueve la reparacion de los tejidos a
través de interacciones neuroinmunes beneficiosas para el organismo (Shichita, Ooboshi y
Yoshimura, 2023). Después de analizar los resultados obtenidos en la evaluacion
neuroconductual observamos que en los grupos que recibieron agmatina, existe una
disminucion de las calificaciones obtenidas en la escala NDSS lo cual puede interpretarse
como una mejoria de la funcionalidad neuroldgica en la medicidn realizada a las 48 horas
posteriores a la induccion de isquemia. Una posible explicacidon es que la agmatina tiene
efecto sobre la respuesta de inflamacién aguda, debido a su capacidad para inhibir los

mecanismos involucrados en dicho proceso entre los que se destacan: la inhibicion de la
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produccion de NO, la influencia sobre macrdfagos y células astrogliales para disminuir
NOs-2 (Kim et al., 2016), asi como el efecto inhibitorio sobre la microglia reactiva y las
vias de sefializacion NFk-B y TNF-a. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la
agmatina disminuye las alteraciones neuroconductuales y promueve la recuperacion
funcional del tejido, efectos que podrian estar relacionados con su capacidad para
enlentecer o detener la respuesta inflamatoria aguda. Asimismo, es importante destacar que
la respuesta inflamatoria posterior a la isquemia cerebral ha demostrado diferencias
significativas entre hombres y mujeres. Este fendmeno se atribuye en parte a la
concentracion variable de microglia, la cual se presenta en funcién de la region cerebral
analizada y la edad de los participantes. (Tariq, Lee y McCullough, 2022). Es posible, que
las diferencias presentadas en nuestros resultados, en comparacion con reportes previos del
uso de agmatina en poblacion masculina, pueda ser atribuida a la dismorfia existen en los

mecanismos de neuroinflamacion.

Con respecto a la evaluacion de la sobrevida, nuestros datos sugieren que la
administracion de agmatina aumenta la sobrevida de los animales a los que se les produjo
una trombosis, (Figura 8) en comparacion a los animales sham. Resultados similares
fueron encontrados en las pruebas neuroconductual medida a través de la escala NDSS y en
la conducta de excavacion, donde el grupo EVC que recibié agmatina presentd una
tendencia a la recuperacion mayor al grupo sham agmatina. En un trabajo publicado por
Olmos et al. (1999) acerca de estudios in vitro con células granulares del cerebelo, los
autores sefialan que, en los modelos de muerte inducida por apoptosis en los que existe una
baja exposicion a K+ y los receptores de NMDA no se encuentran involucrados, la
agmatina no es capaz de ofrecer proteccion a las células debido a que no puede prevenir la
neurotoxicidad producida por GLU. En este sentido, nuestros resultados podrian sugerir
que la muerte neuronal producida en los animales del grupo sham y en los del grupo EVC
es inducida de manera diferente lo cual explicaria que la agmatina no sea capaz de evitar la
muerte neuronal en los animales del grupo sham. Esta hipotesis es respaldada por los datos
obtenidos a través de la evaluacion NDSS vy la prueba de excavacion, donde los animales
del grupo sham que recibieron agmatina, presenta mayores déficits neurol6gicos y una
menor recuperacion de la conducta de excavacion en comparacion con el grupo isquémico

que recibié agmatina (EVC agmatina). De la misma manera, estos argumentos pueden ser
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presentados como justificacion ante la presencia de los déficits neuroconductuales
observados 48 horas después de la administracion de agmatina en el grupo control

agmatina.

Estas diferencias entre las vias de muerte neuronal entre los animales de los grupos
sham agmatina y EVC agmatina podrian tambien contribuir a explicar las diferencias
detectadas en el tamafio del area de infarto en cada grupo. Es plausible que los animales del
grupo sham presentara mecanismos de lesion poco susceptibles a la tincion realizada
(tincién con TTZ). Del mismo modo, existe la posibilidad de que, a pesar de que el area del
infarto es mayor en los animales del grupo EVC agmatina, ésta no impactara directamente
en el hipocampo u otras areas de interés, lo cual se tradujo en un mejor desempefio en las
evaluaciones neuroconductuales y de excavacion en comparacion con los animales del

grupo sham que recibieron agmatina.

Las hembras presentan rasgos fisiologicos que las distinguen de los machos, entre
los que se encuentran el peso corporal, la cantidad de masa y grasa, asi como factores
neuroendrocinos, inmunoldgicos y conductuales (Allegra, Chiara, Daniela, Gaspari y De
Francia, 2023). Por un lado, se ha comprobado que los microARN derivados del
cromosoma X desempefian un papel fundamental como reguladores de los genes
relacionados con los efectos provocados por la isquemia cerebral, particularmente en los
mecanismos que involucran el aumento del calcio intracelular, el estrés oxidativo y la
apoptosis. En el ultimo de estos mecanismos, los microARN tienen la capacidad de regular
la expresion de caspasas 3 y 8. Es importante destacar que la expresion genica de los
microARN puede tener efectos opuestos, promoviendo la neuroproteccion o contribuyendo
a la lesion por isquemia, dependiendo del tipo de célula observada. Por otro lado, esta
plenamente documentado que existen diferencias moleculares que influyen en los procesos
hormonales y en las enzimas y transportadores encargados de metabolizar los farmacos
(Fadiran y Zhang, 2014). Estos factores producen respuestas farmacodinamicas y
farmacocinéticas diferenciadas entre hombres y mujeres, especialmente en los procesos de
absorcion, distribucion, metabolizacion y eliminacion de los farmacos (Soldin y Mattison,
2009). Con base en los trabajos previamente realizados en nuestro laboratorio es posible

sefialar que existen diferencias en la respuesta al efecto de agmatina entre ratones macho y
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hembra las cuales pueden ser atribuidas a las diferencias a los mecanismos subyacentes a la
lesion isquémica o a los mecanismos farmacocinéticos y farmacodinamicos presentados de
manera diferencial tras la administracién de agmatina. Estas observaciones sugieren que es

necesario evaluar otras dosis de agmatina en los sujetos hembra.

Finalmente, en un trabajo del grupo del Dr. Gilad publicado en 1995, los autores,
sefialan que en cultivos in vitro de células cerebelosas, se observé un efecto toxico de
agmatina cuando la concentracion de dicho farmaco alcanzaba los 700 uM. Sin embargo,
en los grupos celulares donde la concentracion era menor, se podia observar un efecto
neuroprotector. Contrastando esto con nuestros resultados, y las diferencias observadas
entre los grupos experimentales administrados con agmatina, podemos sugerir que el efecto
de la agmatina se presenta con base en las exigencias sistemicas; es decir, a menor
compromiso celular mayor efecto toxico y en contraste a mayor compromiso celular
produce un mayor efecto neuroprotector. Resultados similares fueron obtenidos por
Miranda Mosqueda (2016) en los cuales observd que la administracion de agmatina
disminuye la presencia de microglia reactiva y este efecto se correlaciona directamente con

la gravedad de la lesién inducida en la zona CA1 de hipocampo.

La isquemia cerebral no solo se limita a un dafio celular, sino que trae consigo
diversos cambios tanto motores, como cognitivos y emocionales, por lo que son necesarias
intervenciones eficaces dentro de las diversas areas de la Psicologia, las cuales, requieren
una base solida que respalde los conocimientos utilizados. Nuestro proyecto pretende
contribuir a la generacién de esta base con el propdsito no solo de ampliar la comprension
que la Psicologia tiene sobre la isquemia cerebral, sino también de contribuir al
entendimiento de los mecanismos especificos que se presentan en las mujeres. Esto nos
permite disminuir la brecha de conocimiento existente entre los procesos presentados por
hombres y mujeres, y asi ofrecer una atencion personalizada que se adapte a las
necesidades individuales, de esta manera asegurar la recuperacion de los pacientes,

garantizando la mejor calidad de vida posible.
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VIIl. Conclusiones

La administracién aguda de agmatina en ratones hembra mostr6 una tendencia a la
recuperacion dentro de la evaluacién de las alteraciones conductuales evaluadas mediante
la escala NDSS. A pesar de que, tras la administracion del farmaco, los grupos quirdrgicos
experimentan un aumento en las calificaciones de la escala NDSS. En el caso de los grupos
con isquemia cerebral (EVC), los animales tratados con agmatina muestran una tendencia a
la disminucion de los déficits a partir de las 48 horas, que se mantiene hasta el ultimo
periodo de evaluacién. Estos hallazgos sugieren que la agmatina puede tener efectos
beneficiosos en la reduccion de los déficits neurolégicos, especialmente en los animales
que con dafos inducidos tras la trombosis.

Por otra parte, dentro de la conducta de excavacion los grupos experimentales
mostraron una disminucion en la conducta después de la segunda cirugia. Sin embargo en
los grupos administrados con agmatina se muestra una tendencia a la recuperacion mas
notable, superando los valores previos a la cirugia. La administracion de agmatina parece
tener un impacto en la actividad de excavacion con efectos notables en el grupo isquémico,
lo que podria representar un menor dafio hipocampal.

Los hallazgos encontrados tras el analisis de las pruebas conductuales pueden
sefializar los efectos neuroprotectores de la agmatina, los cuales podrian estar

condicionados a las exigencias sistémicas del organismo.
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IX.  Perspectivas a futuro

En la actualidad, varios estudios han destacado diferencias notables en las vias de
muerte celular y los procesos de neuroinflamacion entre ambos sexos. Sin embargo, el
conocimiento generado en este campo todavia es limitado. Por lo tanto, es fundamental que
futuras investigaciones se centren en profundizar en los mecanismos subyacentes de la
lesion ocasionada por isquemia y en como estos mecanismos se manifiestan de manera
distinta en hembras y machos. Este enfoque tiene como objetivo sentar las bases necesarias
para el desarrollo de intervenciones eficaces adaptadas a las necesidades especificas de

cada organismo.

Considerando también las variaciones existentes entre machos y hembras, es
factible analizar animales que presenten diversos perfiles hormonales. Los que permitira
simular de manera mas precisa las condiciones clinicas que se encuentran en la poblacion
femenina. Ejemplos de ello incluyen el sindrome de ovario poliquistico, la terapia de
reemplazo hormonal y el uso de anticonceptivos hormonales, donde los factores

hormonales desempefian un papel crucial ante la presencia de isquemia cerebral.

Ademas, considerando las notables variaciones, principalmente de naturaleza
farmacocinética, que se presentan de manera dismorfica, es esencial en futuras
investigaciones emplear una variedad de dosis. Esto no solo servira para encontrar una
dosis adecuada que permita potenciar el efecto del farmaco en el grupo de interés, sino
también para explorar la viabilidad de dosis adicionales que mantengan dicho efecto a lo

largo del tiempo

En estudios futuros relacionados con el uso de la agmatina, es fundamental
comprender en detalle los mecanismos farmacocinéticos y farmacodinamicos de esta
molécula. Ademas, resulta crucial considerar la concentracion del farmaco en individuos
pertenecientes a distintos grupos, asi como su relacion con lesion isquémica y los déficits
conductuales provocados por esta, con el proposito de verificar la hipotesis que sugiere una
posible relacion entre el efecto neuroprotector de la agmatina y las demandas especificas

del organismo.
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