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SINTESIS

No existen terapias neuroprotectoras internaciosaienaprobadas para la Isquemia Cerebral
(IC). La C-Ficocianina (C-FC), principal biliprotel de laS platensis, y su cromoforo, la
Ficocianobilina (FCB), tienen propiedades antiorida y anti-inflamatorias, lo que avala sus
potencialidades como agentes anti-isquémicos. preskente trabajo se evalud el posible efecto
neuroprotector de ambas moléculas en modelos gdd€ mecanismos moleculares implicados
en el mencionado efecto. La C-FC redujo el volunden infarto, preservd las neuronas
piramidales del hipocampo, restauré el balance xegomejord el déficit neuroldgico, la
actividad locomotora y la sobrevivencia de gerbmsetidos a una isquemial/reperfusion (I/R)
cerebral global. Los estudios con las lineas nelesnPC12 y SH-SY5Y, y en mitocondrias
aisladas de cerebro de rata bajo exposicion a t@icos, mostraron un importante efecto
neuro/mitoprotector de la C-FC. La FCB, tambiérvipre la muerte celular en células PC12. De
forma similar, la C-FC y la FCB limitaron la pérdideuronal causada por una I/R en retinas de
ratas. Ademas, la terapia post-isquémica con C-FCB en ratas con hipoperfusion cerebral en
fase aguda produjo la expresion diferencial deetleg asociados a la respuesta inflamatoria y a
la integridad neurovascular. Ambos compuestos diroit la peroxidacion lipidica cerebral
inducida por la hipoperfusion. La FCB, ademas, nibduositivamente la expresion génica
relacionada con procesos inmunolégicos en cortersbral anterior. La C-FC, por otro lado,
disminuyd el volumen de infarto, la disfuncion rmdgica, la caida del peso corporal, la
expresion de NOX2/gp91phox y la sobreproducciénad@n Qe en ratas sometidas a una I/R
inducida por la endotelina-1. Estos resultadoscefienuevas alternativas farmacologicas para el
tratamiento o la prevencion del infarto cerebraligtentan el desarrollo de ensayos clinicos para

la demostracion final de su utilidad terapéuticasta patologia.
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INTRODUCCION

Segun datos recientes del Ministerio de Salud Paiblde Cuba, las enfermedades
cerebrovasculares constituyen la tercera causaudetenpara todas las edades y en todas las
provincias, con una tasa de 79 por cada 100 00@ah&ss en el afio 2012, lo que representa un
incremento del 10% respecto al afio 26@0constituye de igual manera un grave problema de
salud publica en el resto del murfddas implicaciones econémicas y sociales de esta
enfermedad son enorniep se prevé su incremento sostenido en el futumediato debido a
diversos factores de riesgo asociados cuya ind@eaenbién va en aumento, como son la
hipertension arterial crénica, la diabetes y eleggsimiento poblaciondl.Cerca del 87% de
todos los infartos cerebrales son de tipo isquésnicomo resultado de una oclusion temporal o
permanente de arterias cerebrales ya sea por tsignbgor embolismo; el resto son de tipo
hemorragico (parenquimatoso, ventricular o subaiden)® En todos los casos se produce una
drastica reduccién de los niveles de oxigeno y agacen el cerebro, con afectaciones
biogquimicas y moleculares y un dafio severo enjidbteerebral, con secuelas neurofisioldgicas
importante$, que pueden llegar a ser irreversibles si no selie cabo una intervencion
terapéutica adecuada en un periodo relativamemte de tiempo, provoca infarto tisular en el
territorio de perfusién del vaso afectado y la rteieeuronal. Entre los procesos fundamentales
gue median la fisiopatologia del ictus isquémiceseuentran la excitotoxicidad mediada por el
glutamato, las despolarizaciones peri-infarto, sttés oxidativo, la inflamacion y la muerte
celular! La excesiva produccién de especies reactivas tigena (EROs) no solo es capaz de
dafiar a la célula neuronal, sino a también al reolos componentes de la unidad

neurovascular, incluyendo la vasculatura cerébrainivel subcelular se ha identificado a la




mitocondria como uno de los blancos principalesdaéio isquémico originado por la excesiva
producciéon de EROs vy la excitotoxicidad. Inmedisate después de un evento isquémico,
ocurre una disfuncion en el funcionamiento mitoc@idcaracterizado por el bloqueo de la
sintesis de ATP, la liberacion al citoplasma decioal de proteinas involucradas en la via
intrinseca apoptética, como el citocromo c, Apaf-El complejo Smac-DIABLG.Uno de los
mecanismos de liberacion que se propone para @st@snas mitocondriales pro-apoptoticas es
la transicion de permeabilidad mitocondrial (TPMp), evento caracterizado por la apertura de
poros o canales en las membranas del organulopag®ca la disipacion del potencial de
membrana, la entrada de iones acompafnados deqga, su vez induce el hinchamiento y la
ruptura de su membrana exteffid.a isquemia cerebral (IC) se acompafia ademas de un
marcada reaccién inflamatoria e inmunolédit&videncias recientes muestran que la respuesta
inflamatoria en la region isquémica puede produeinto mediadores citotdxicos como
citoprotectores, en dependencia de la etapa pmséisica en que actiéhLa modulacién de
esta respuesta a favor de los procesos citoprogscty anti-inflamatorios, asi como el bloqueo
de la produccion excesiva de las EROs y la mitegmébn podrian utilizarse como posibles
estrategias para proteger la unidad neurovasculanneevento isquémico. La estrategia de
tratamiento de la IC aguda se ha enfocado en descibnes: a) el restablecimiento del flujo
sanguineo cerebral por la ruptura mecénica o fastbgica del trombo; b) la interrupcion de los
eventos moleculares que originan la muerte neuradedihiéndose inicialmente con el término
de neuroprotecciét, que se ha extendido hacia todos los tipos cekilae la unidad
neurovascular empledndose también el de cerebeggion’® ElI Unico tratamiento

farmacoldgico aprobado para uso humano en la fasdaade la IC es la trombolisis con el factor




activador del plasmindgeno tisular (t-PA), pero oo estrecha ventana terapéutica (< 3-4,5 h),
riesgo de hemorragia intracerebral, y ademas, @wados precios de comercializacion, siendo
producido por una empresa de EEUU (Genentech $amn, Francisco, California). Incluso en
ese pais, menos del 10% de los pacientes que sufeelC logran ser intervenidos a tiempo con
el t-PA, solamente en hospitales con infraestracpypersonal adecuados. Por ejemplo, segun un
estudio reciente, el 64% de los hospitales de EBOlbgraron aplicar el t-PA a ningln paciente
entre el 2004 y el 2007. Por tanto, urge continuar evaluando potencialesdidatos
farmacoldgicos para contrarrestar los efectos éeles de la IC, ya sea en su prevencion o en el
manejo efectivo de las etapas agudas y crénicaerimss a la oclusién vascufdrHasta el
momento no han logrado farmacos neuroprotectorgistr@dos en la practica clinica que
prevengan o limiten la pérdida neuronal en aquéltaas con flujo sanguineo disminuido (zona
de penumbra), indicando la necesidad de contindantificando potenciales blancos de
intervencion asi como estrategias combinadas pmayaarl no solo la proteccién aguda sino
también la restauracién en un periodo crénico.

La C-Ficocianina (C-FC) constituye la principalifnibteina de leSpirulina platensis, un alga
verde azul de la cual se obtiene un extracto deimmi nombre (espirulina) producido en
numerosos paises, incluyendo al nuestro (Labiof@oha), como suplemento dietético con
valores nutricionales bien documentadfbda C-FC posee propiedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, citoprotectoras e inmunomodulada@asmodelos experimentales de diversas
patologias® Su estructura esta constituida por dos cadendgeptbicas ¢ y B), las cuales
tienen enlazado un compuesto tetrapirrdlico linedd cadena abierta, denominado

Ficocianobilina (FCBY° Una vez aplicada la C-Fi@ vivo, es digerida liberando la FCB, la cual




es probable que sea responsable, al menos en uetida, de los efectos farmacoldgicos
reportados para la biliproteina. En este sentidaps estudios han demostrado el potente efecto
protector y antioxidante de la FCB, frente a essedafiinas como el peroxinitritb,los
radicales peroxilo& y en modelos animales de nefropatia diab&tigaateroescleros. Sin
embargo, hasta el momento en la literatura no eexistgun reporte donde se evalle el efecto
neuroprotector de la C-FC o la FCB como principaiv@ en modelos experimentales de
isquemia/reperfusion cerebral (I/R), la identifidec de los mecanismos involucrados ni su
potencial mitoprotector utilizando mitocondriaslaitas de cerebro como modelo experimental.

Problema Cientifico

La urgente necesidad de identificar nuevos trataiméepara la IC conlleva a la evaluacion de la
C-FC y la FCB como potenciales candidatos farmapobé a partir de sus capacidades de
bloquear la cascada isquémica, en modelos expeddateenque sean predictivos para su
aplicacion clinica.

Hipotesis

Las propiedades antioxidantes, anti-inflamatoriasneunomoduladoras de la C-FC, y de su
cromoforo, la FCB, permiten que estas moléculaguden diferentes procesos involucrados en
la cascada isquémica cerebral, por lo que puederaracomo neuroprotectores en modelos
experimentales de esta enfermedad.

Objetivo General

Evaluar el posible efecto neuroprotector de la CyR&€ FCB en modelos experimentales de IC y

elucidar los mecanismos moleculares involucradosusracciones.




Objetivos Especificos

1.

Determinar el efecto mitoprotectan vitro de la C-FC frente a dafios de tipo
excitotoxico.

Evaluar la capacidad inhibitoria de la C-FC sobreehccion de Fenton.

Demostrar el efecto de la C-FC y la FCB sobre dbilidad de lineas neuronales frente al
dafo excitotoxico u oxidativo.

Identificar los efectos protectores de la C-FC @anmodelo de isquemia/reperfusion
cerebral global en gerbos de Mongolia.

Determinar la accion anti-isquémicavivo de la C-FC y la FCB en retinas de ratas.
Identificar los mediadores moleculares del efe&dadC-FC y la FCB en un modelo de
penumbra isquémica por hipoperfusion cerebral agndatas.

Demostrar el efecto neuroprotector de la C-FC emmodelo de isquemia/reperfusion

cerebral focal inducido por endotelina-1 en ratas.

Tareas experimentales

1.

Evaluar el efecto de la C-FC sobre la transiciomeleneabilidad mitocondrial inducida
por C&'/fosfato mediante técnicas espectrofluorimétrigasectro/inmunoquimicas.
Determinar si la C-FC inhibe la reaccion de Fergemerada por voltametria ciclica.
Evaluar el efecto de la C-FC y FCB sobre la vidaii de las células PC12 y SH-SY5Y a
traveés de ensayos espectrofotométricos.

Evaluar la capacidad protectora de la C-FC en elaloode oclusion bilateral transitoria
de las Arterias Carotidas Comunes de gerbos de dliengmediante parametros

neurologicos, conductuales, histolégicos y biogodasi




5. Determinar, mediante un analisis histologico, lesianes protectoras de la C-FC y la
FCB sobre las neuronas de retina de ratas sometigiaa isquemia/reperfusion.

6. Evaluar el efecto de la C-FC y la FCB sobre la egi@n de genes asociados a eventos
fisiopatologicos de la IC y sobre marcadores biogeds de estrés oxidativo en ratas con
hipoperfusion cerebral aguda.

7. Determinar el efecto de la C-FC sobre el déficitrokgico, el peso corporal, el volumen
de infarto cerebral medido por histologia, y larespn de la NOX2/gp91phox evaluada
por inmunohistoquimica, en ratas con una IC faw@dlicida por Endotelina-1.

Novedad cientifica

Diversos aspectos destacan la novedad cientifitasdesultados de esta tesis:

1. Se reporta por primera vez en la literatura cimatiél efecto neuroprotector de la C-FC y
la FCB en modelos vivo de dafio cerebral por isquemia/reperfusion.

2. Se evidencia, por primera vez, un efecto mitoptotem vitro de la C-FC, lo que
confirma que la mitocondria juega un importantegbam los mecanismos de accion de
esta molécula.

3. Se demuestra, por primera vez, que la C-FC y la R@Blulan un grupo de genes
asociados a la respuesta inflamatoria, la remeaoidn, la regulacion de la muerte
celular, la neuroplasticidad y la angiogénesisrans sometidas a una hipoperfusion
cerebral en fase aguda.

4. Se demuestra que la C-FC inhibe la expresion ytigidad de la NADPH oxidasa, lo
gue estd involucrado en la proteccion del tejidorelm@al dafado por una

isquemia/reperfusion focal en ratas.




Importancia tedrico-practica

El principal aporte de esta tesis radica en lactaraacion del efecto neuroprotector de la C-FC
y la FCB en diferentes modelos experimentales dge I¢C cual ofrece una alternativa
farmacoldgica novedosa para las enfermedades ogesmulares, que constituyen la tercera
causa de muerte en Cuba. La investigacion peridigigtificar, ademas, diversos mediadores de
sus mecanismos de accion a distintos niveles demarion, desde el sub-celular (mitocondrias
aisladas), el celular (lineas neuronales) hasw@eebrganismo (gerbos, ratas), con una vision
integradora y holistica, teniendo en cuenta lasomes previamente reportadas para estas
moléculas y las nuevas propiedades que se des@iblantesis. Desde el punto de vista practico,
la demostracion de la capacidad protectora de B o€ presentada una patente, concedida ya
en Cuba y solicitada en otros paises, lo cual Ebposibilidad de su futura comercializaciéon
como tratamiento novedoso para contrarrestar laegraonsecuencias clinicas de un ictus
isquémico, que podria generar ingresos para laoatiendel Estado cubano. La extension de
estos resultados con el empleo de combinacionssaésuticas que incluyan a estas moléculas
para el tratamiento de otros tipos de accidentesbpavasculares, tales como la hemorragia
cerebral y la demencia vascular permitiria adernéseficiar a un mayor nimero de pacientes
gue sufren de esta patologia.

Los resultados estan avalados por 3 publicacionee\éstas internacionales de alto impacto
como primer autor, 18 presentaciones en eventa#tifides internacionales (4 resumenes
publicados, 3 premios a carteles), 13 premios ifievs (incluyendo 1 Premio Nacional de la
Academia de Ciencias de Cuba y 2 Premios Anualés 8Salud) y 1 patente concedida en Cuba

y solicitada en otros paises.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Enfermedad Cerebrovascular de tipo isquémica

1.1.1. Clasificacion
Las Enfermedades Cerebrovasculares (ECVs) inclayam grupo de trastornos ocasionados por
un proceso patolégico en uno 0 varios vasos saegsigerebrales. Entre estos procesos se
pueden encontrar las lesiones en la pared vas@lac|usion o ruptura del vaso y el incremento
en la viscosidad de la sangfeSon sinénimas las denominaciones accidente o @taqu
cerebrovascular, apoplejia y el término latino U que al igual que su correspondiente
anglosajon “stroke”, significa “golpe”, indicandbaaracter brusco y subito de la patologia. Las
ECVs son heterogéneas y se han identificado mésb@ecausas conocidas. Se han realizado
diversas clasificaciones de acuerdo a diferentagerios (ej. naturaleza, localizacion,
presentacién clinica, causa), a partir de registeosasos clinicos, entre las cuales se encuentran
las del Instituto Nacional de Desérdenes Neuroligyig de Ictus, de los Estados Unidos (del
inglés “National Institute of Neurological Disordeand Stroke”), del Proceso 10172 en el
Registro de Ictus Agudo (del inglés “Trial of Or§1772 in Acute Stroke Registry”, TOAST),del
Registro de Ictus de Lausanne (del inglés “Laus&treke Registry”)y del Proyecto Ictus de la
Comunidad de Oxfordshire (del inglés “Oxfordshimn@nunity Stroke Project”, OCSH).
La Sociedad Iberoamericana de Enfermedades Cepdmdares ha unificado los criterios
mencionados anteriormente generando un sistemésifioacion usado en los paises del area

(Tabla 1), incluyendo Cubfa.




REVISION BIBLIOGRAFICA

Tabla 1. Clasificacion de las ECVs segun su naturafeza.
Criterio Categorias

Ataque Isquémico Transitorio

Focal
Ictus isquémico Infarto Cerebral
Global
Hemorragia subaracnoidea
Ictus
Naturaleza Hemorragia Parenquimatosa
hemorragico
cerebral Ventricular
ECV asintomética

Encefalopatia hipertensiva

Demencia vascular

De acuerdo al mecanismo etioldgico, el ictus isquaérocal se subdivide en:

a)

b)

d)

Aterotrombodtico: estenosis u oclusion arterial deta un trombo formado sobre una placa
aterosclerotica u otra lesion vascular.

Embdlico: oclusién arterial causada por un émboistaj por ejemplo un trombo
desprendido que impacta distalmente, o debido gatwdogia cardiaca.

Hemodinamico: ocurre cuando existe una hipopenfugiébal critica y el flujo colateral
compensatorio es insuficiente.

Lacunar: lesion de pequefio tamafio (<1,5 cm de di@nen arteriolas perforantes
cerebrales que son frecuentes en pacientes comemigien arterial cronica.

De causa inhabitual: de tamafio y localizacion Wégiaocasionado por enfermedades

sistémicas (ej. infecciones, tumores, alteracionembdlicas).
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f) De causa indeterminada: se define cuando el oegatesconocido, se han descartado los
subtipos anteriores o coexiste mas de una podiblegia, o de lo contrario, no se realiza
un estudio exhaustivo completo.

Recientemente, se ha propuesto un sistema y untaigoclasificatorio basado en una escala

patoldgica (grados 1-3) y niveles de evidenciamagica (A-C), partiendo de cuatro fenotipos

predeterminados: aterotrombosis (A), enfermedapedgiefio vaso (S), cardioembolismo (C) y

otras causas (O)v{vw.asco-classification.oyg®

1.1.2. Epidemiologia

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud$)) cada afio 15 millones de personas en
el mundo sufren un accidente cerebrovascular,gdeuales cinco millones mueren y otros cinco
millones quedan permanentemente discapacifatimsestudio reciente muestra, a partir de la
revision de 167 publicaciones relacionadas compideeiologia de las ECVs en 51 paises desde
1971 hasta el 2010, que su incidencia (entre 502880000 habitantes) y mortalidad (entre 20-
210/100 000 habitantes) poseen tasas variableg d¢asr distintas regiones, relacionado
posiblemente con la proporcién poblacional de perseen edad por encima de los 65 &Ros.
Diferentes factores de riesgo poblacionales camggh a estas diferencias, pero también las
disparidades en el acceso a servicios de cuidadessivos, unidades de ictus o en politicas de
prevencion.

Datos reportados por la Asociacion Americana dela@mn muestran que cada afio 795 000
estadounidenses sufren un ataque cerebrovascutanrdoun ictus cada 40 segundos
aproximadamente en ese pais), de los cuales eleB7ée origen isquémico y el resto es de

origen hemorragico (10% parenquimatoso/ventricldés, subaracnoideo). Cada cuatro minutos
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ocurre una muerte por esta causa, estimandosedddel 9 muertes en el 2010 y siendo la cuarta
causa de muerte en el paiEste mejoramiento en la mortalidad por ECV esaitejp de las
estrategias de prevencion implementadas (ej. daerta presion arterial, de la hiperlipidemia y
del tabaquismo’
En Cuba, las ECVs contindan siendo la tercera cdesauerte incluyendo todas las edades y
todas las provincias del pais, después de los esmoalignos y las enfermedades del corazon, y
muestra, ademas, un incremento sostenido. Por gedagptasa de mortalidad aumento en
aproximadamente un 10% en el 2012 respecto al @i¥©F2,8 a 79/100 000 habitanté4)na
tendencia al incremento se ha pronosticado tandriéstras regiones, como es el caso de Europa
(de 1,1 millones en 2000 a 1,5 millones en 232%n China, la tasa se encuentra entre 205-
584/100 000 habitantes para edades comprendid@s4&nt4 afiod?

1.1.3. Modelos experimentales
El advenimiento del siglo XX trajo aparejado laaesltarizacion y aplicacion de modelos
experimentales para el ictus isquémico, lo cugbdranitido un gran avance en el estudio de la
fisiopatologia y en la evaluacion de estrategiespteuticas, con énfasis en el caracter predictivo
y la relevancia clinic Sin embargo, han existido discrepancias entre remiltados
experimentales y la situacion clinica, lo cual puetkrivarse de alguna de las etapas de la
investigacion preclinica: la seleccion adecuadaraelelo experimental y el método para inducir
la isquemia, el método apropiado para evaluar Yizameel dafio isquémico, y la interpretacion
correcta de los resultadd5A continuacién se resumen los principales sisteexgerimentales

usados hasta el momento para el estudio de ldsrinas isquémicos.

11



REVISION BIBLIOGRAFICA

Modelosin vitro

Los modelosn vitro incluyen tipos celulares especificos que compdaemidad neurovascular
(neuronas, microglia, oligodendrocitos, astrocito&lulas endoteliales, pericitdd) Entre las
lineas celulares, cultivos primarios, organotipioosdajas tisulares de uso mas extendido se
encuentran: a) origen neuronal: PCi2SH-SY5Y" HCN23® neuronas corticalds e

hipocampaleé® primarias; b) origen microglial: BV?, microglia primaridt?

c) origen
oligodendrocitico: N20.1 cultivo primario de células precursoras de oligattecitos o de
nervio 6ptico* d) origen astrocitico: U251-MG, U373-MG, CCF-STT6B1® astrocitos
primarios?’ d) origen endotelial: HUVEE e) pericitos primario$’ El disefio de estos estudios
in vitro puede incluir diversos mediadores de la cascaglegeisica en los medios de cultivo,
siempre que su receptor esté presente en el tiptacbajo andlisis, tales como el glutamato
(excitotoxicidad neuronaff, un inductor de estrés oxidativo (ej. hidroperéxitotert-butilo’
peréxido de hidrégend, hierro)>® un mediador inflamatorio (ej. citocin®),la deprivacion
tréfica®™ o sérica® A su vez, se han establecido protocolos espesifiana la supresion de la
glucosa y del oxigeno con medios de cultivo e indabbas adecuadd$.A pesar de que el
estudio de tipos celulares individuales ofrecedataja de determinar las diferencias particulares
en la sensibilidad y en los niveles de respuestadelular a los eventos isquémicdstos no
permiten investigar las mudltiples interacciones @ge establecen entre ellos como unidad
neurovascular. Por tal razén, recientemente seduadesarrollando diversas metodologias para
cumplimentar este objetivo, como por ejemplo elcoltivo de rodajas tisulares con células

endoteliales? o dispositivos tridimensionales que combinan dkivau de mudiltiples tipos

celulares con instrumentos analitié®s.
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Modelosin vivo

Como se ha mencionado anteriormente, el ictus mopeése puede presentar de distintas
formas, en dependencia de la localizacion, la ¢dasgravedad y el impacto funcional en el
paciente. De igual manera, no existe un unico noodeiversal para estudiar esta enfermedad.
Por el contrario, se han reportado diversos sigeexperimentales que difieren, entre otros
factores, en la especie y género animal usadogtlda de induccion de la isquemia, la arteria
gue se ocluye, la presencia o ausencia de factteesomorbilidad y el tipo de anestesia
emplead&’ Se han reportado una serie de recomendacionesg@gios preclinicos, entre las
cuales se destacan el uso de al menos dos modfoantes en dos especies distiftas el
adecuado disefio experimental y estadiSfico.

Los métodos de induccion de IC focal se puedenigiglidde acuerdo al abordaje quirdrgico
empleado. Un primer grupo requiere la aperturardérea del craneo para tener acceso directo a
las arterias cerebrales, y su oclusion entoncgmisde llevar a cabo por ligadura con sutura, o
con un clip, por fototrombosis, por electrocoagidla® por inyeccién intracerebral del péptido
vasoconstrictor endotelina-1. Estos métodos essagiados con una baja mortalidad y son
reversibles, permitiendo restablecer el flujo samgo en la arteria ocluifd. Han sido
empleados tanto en roedores (ratas, ratdnespejos,’ perros;’ cerdo§® como en primate¥.

Un segundo grupo comprende aquellos procedimiantesutilizan la via intra-arterial a través
del abordaje sobre el cuello para sellar la artegi@bral de interés, principalmente la Arteria
Cerebral Media (ACM)?° originandose diferentes variantes, por ejempleleraso de la sutura
intraluminal, de acuerdo a las particularidadetadmutura empleada (recubierta de silicona o de

poli-L-lisina) y el cierre de vasos adicionales gpananipular el flujo sanguineo colateral.
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Originalmente descrito en ratdstambién se ha empleado en ratoffespnejos’® gerbog* y
primates’®> Otros modelos que no emplean la craneotomia sodddipo embodlicos, entre ellos
estan los que inducen la coagulacion sanguinda:i@yeccion de trombos autdlogos en arterias
extra-craneales para que alcancen a las intraalemj@ b) la introduccién de materiales
embodlicos artificiales, tales como silicoffapolivinilsiloxano/® o de trombos heterélogds.
Ademas, entre los métodos embdlicos que no empieawagulacion esta la oclusion por
microesfera&’
Por otro lado, también se han establecido modedd€ qjlobal, los cuales se pueden subdividir
de acuerdo al procedimiento empleadd’en:
1. Inducidos por parada cardiaca: a) Fibrilacion vewml@r; b) Inyeccion intracardiaca de
cardiopléjicos; c) Desangramiento; d) Ahogamier)oAsfixia.
2. Interrupcion de la circulacion cerebral:
2.1. Completa: a) Oclusion de las arterias caroétidasuo@® en gerbos; b) Oclusion de las
arterias cardtidas comunes en ratas mas hipoténigidria; c) Oclusion simultanea de las
arterias carotidas comunes y las arterias verebreh ratas; d) Estrangulacion cervical; €)
Decapitacion.
2.2. Incompleta: a) Hipotension arterial; b) Oclusion lde arterias carotidas comunes en
ratas; c) Hipertension intracraneal.
Ademads, es necesario controlar diversos factorg@erementales que pueden influir en la
reproducibilidad del dafio isquémico obtenido. Hemglo, la temperatura corporal, la presion
sanguinea, la glucemia, los gases arterialeqcebe anestesia, asi como incluir animales dentro

de un rango determinado de peso y de edad siffilar.
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1.1.4. Fisiopatologia

El dafio cerebral luego de la interrupcion del flsgmguineo cerebral (FSC) se establece a partir
de la drastica caida en el soporte energético i@yaeenerando una serie compleja de eventos
fisiopatologicos que evolucionan progresivamentéiempo y espacio, de una manera no lineal,
concomitante y con multiples niveles fenomenologlidestos incluyen tanto al nivel molecular,
sub-celular, celular (unidad neurovascular), reglioencefalico y el de individuo, hasta
diferencias poblacionales de acuerdo a la basetigeng a los factores de riesgo presentes.
Ademas, diversos mediadores tienen caracter hifdgoeden ser dafinos o beneficiosos
dependiendo del estado previo del tejido o de dpeefpost-isquémica en que se encuentren
actuando§® Entre los procesos fundamentales que medianitpémlogia del ictus isquémico
se encuentran la excitotoxicidad mediada por dhgiato, las despolarizaciones peri-infarto, el

estrés oxidativo, la inflamacién y la muerte cel(fig. 1)

A Excitoxicidad
o Desp()larizaCién Inflamacion
2 eri-infarto
S a K
E - Muerte celular
P T\ L ==t N /
4 ST i,
Minutos Horas Dias

Fig. 1. Evolucién temporal de procesos fundamentales dadeada isquémica cerebral.
En 1977, Astrup y col® demostraron mediante mediciones electrofisiol@glaaexistencia de
regiones que eran disfuncionales pero todaviaesabh primates sometidos a una IC focal, en
las areas periféricas del ictus. Estas mostrabafiuj;m sanguineo moderado y neuronas que

todavia retenian su potencial de membrana de reflisando se incrementaba la presion
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sanguinea y el flujo colateral aumentaba, estass &e recuperaban y los potenciales de accion
eran restaurados. Sin embargo, la restauraciondependiente del tiempo. Los autores
denominaron a esas areas con el término “penumpraljablemente haciendo referencia al
caracter intermedio entre zonas de luz (ej. vidagaguridad (ej. muerte). A partir de entonces, la
penumbra, definida como aquellas regiones cerebralee tras un ataque isquémico eran
afectadas pero que todavia se mantenian con valasido el blanco fundamental para
intervenciones terapéuticisAunque todavia no es conocido con exactitud tdd®procesos
gue median la dindmica cerebral en la penumbra,diteyentes abordajes metodoldgicos
empleados hasta el momento han ido revelando aspewportantes de la cascada isquémica
gue a continuacion se mencionan.

1.1.4.1. Excitotoxicidad mediada por el glutamato
Como consecuencia del bloqueo arterial, se intggeust suministro de Oy glucosa al tejido
cerebral, que conduce al cese de la fosforilaciddabiva en la respiracion mitocondrial y a la
disminucion del ATP. En estas circunstancias, weate energética alternativa es la glucdlisis
anaerobia, la cual sin embargo, genera altas ctrac@nes de acido lactico, que provoca una
disminucién del pH tisuldt. Esta acidosis tisular es detectada por recepeemembrana
neuronal denominados canales idnicos sensiblegla @&l inglés: “acid-sensing ion channel”,
ASIC), complejos hetero u homotriméricos permeakle€&" que producen efectos dafiinos
neuronales luego de un ataque isquérfico.
Como los mecanismos encargados de mantener la btasmsoidnica son dependientes de ATP
(ej. ATPasa NHK*, ATPasa de CA de la membrana y del reticulo endoplasmaticop sst

pierde rapidamente luego del ataque isquémicoingkémentarse el Nantracelular ocurre una
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despolarizacién de la membrana neuronal responsdbleina rapida elevacion del Ca
citosélico (debido a canales de “Caensibles al voltaje). Este promueve la liberadién
glutamato desde las terminales pre-sinapticas,cual luego interactia con sus receptores
ionotropicos post-sinapticos tipo NMDA (N-metil-Bzartato) y no-NMDA, como el-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y ele kainato (KA), produciendo a su vez una
entrada masiva de calcio, sodio y agua a la neuistas cambios traen como consecuencia el
aumento del edema tisular y del volumen celularque produce la lisis celular osmatica o
muerte por necrosis temprana en el foco isquéfii&d. glutamato se acumula en el espacio
sinaptico al no ser reciclado completamente pomgje por los astrocitos, e induce otros
procesos deletéreos. Esta acumulacién conducecaniimuo aumento del influjo de €aa las
neuronas, mediador fundamental del proceso conocidmo excitotoxicidad. El CGa
intracelular es secuestrado mayormente por la ordrga, por lo que la disfuncién de este
organulo durante el evento isquémico lo convieriepeza clave en el dafio neuronal por
excitoxicidad® Ademas, el reticulo endoplasmatico (RE) tambiétigiga en el control de los
niveles citosélicos de G4 y la isquemia induce alteraciones en sus mecasisae
captacion/liberacién de este importante cation.reEmistos se encuentran los receptores de
rianodina (RyRs) o de trifosfato de inositol £/#8), ambos canales i6nicos permeables &l £a
responsables de su liberacién al citoSol? El ataque isquémico inhibe la bomba responsable de
la captacién del CGA hacia el interior del RE, denominada SERCA (del lésg
“sarcoplasmic/endoplasmic &aATPasa”)®® aunque también puede ser afectada por
modificaciones oxidativas de especies reactivasod@éeno (EROs), como el hidroxilo o el

peroxinitrito?* Otros canales y bombas i6nicas son activadosapé@guemia y participan, de
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igual manera, en la acumulacion intracelular def*Ceomo los anteriormente mencionados
canales ASICs, los canales aniénicos reguladosgilomen? el transportador N&C&*,*° y los
canales TRPM!

La acumulacién del Galibre en el citosol neuronal induce procesos cdiats debido a la
activacion de proteasas, lipasas y nucleasaspami & activacion de enzimas involucradas en la
generacién de EROs, como la éxido nitrico sintdshiaglés: “nitric oxide synthase”, NO%).

El exceso de G4 activa proteasas como la calpaina que esta imaalacen la liberacién del
factor inductor de apoptosis de la membrana mitdgah (del inglés: “apoptosis inducing
factor”, AIF).%° El C&" puede, ademas, perturbar la dindmica estructeréa chitocondria por
fragmentacion, mitofagia, mitogénesis o fision/umsi’® la cual a su vez puede estar implicada
en los procesos de muerte neurdffalun efecto fundamental del €asobre la mitocondria
cuando se encuentra a niveles suprafisiologicos,h@aedenominado la Transicion de
Permeabilidad Mitocondrial (TPM), caracterizada pbincremento en la permeabilidad de las
membranas mitocondriales a la libre difusion deutssl con dimensiones menores a 1,5 kDa
(como por ejemplo el agua), cuya composicion maddectodavia no ha sido completamente
elucidada®® Entre las consecuencias de la TPM se encueniraisrapcion de la fosforilacion
oxidativa; b) incremento en la actividad ATP hicwsd de la FOF1-ATPasa, lo cual compromete
aun mas el balance energético celular; c) inhibiciél complejo | debido a la disminucion del
NADH; d) liberacién de C& y mediadores de cascadas de muerte celular cosimelomo c,
AIF y SMAC/DIABLO.*®

1.1.4.2. Despolarizaciones peri-infarto

El bloqueo del FSC induce la despolarizacion ardie las células cerebrales (neuronas y glia),
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facilitada por el aumento de los niveles extraegekd de glutamato y'KEn el foco isquémico
las células se despolarizan al maximo y muererg perareas de penumbra, puede ocurrir la
repolarizacion celular a expensas del consumo d@.AJuego de ocurrir nuevamente el
desbalance ionico y glutamatérgico, las célulasvenea despolarizarse de manera repetitiva, y
se propaga hacia sitios distales hemisféricos elade aproximadamente 3 mm/min en ratas,
un proceso denominado despolarizaciones peri-mfitt Estas ondas pueden tener una
frecuencia de 1-4 veces/h durante al menos 6-8 $t-igipns en animales isquémicos,
contribuyendo al dafio cerebral mediante mecanisadosno esclarecidos, pero se ha asociado
con el agravamiento del infarto cerebral. Probablaey estas despolarizaciones intermitentes
favorezcan la acumulacion de calcio intra-neuroRacientemente, se ha reportado que la
despolarizacion peri-infarto mas persistente seetamiona con una hipoperfusion local mas
severa en ratas, tanto en IC glofalcomo focaf:®® En humanos, se ha observado que tras un
ictus isquémico estas ondas de despolarizaciomesten la corteza cerebral a una velocidad de
entre 1,7 y 9,2 mm/mitf’

1.1.4.3. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un estado patoldgico caraet#o por un desbalance entre la produccion
de especies reactivas oxidantes y la actividad afe distemas biologicos antioxidantes
(incluyendo sus niveles cuantitativdSj.El término de EROs es usado aqui siguiendo eriit
de B. Halliwell (2006) en referencia a todas laséolas que contienen oxigeno en su estructura
y con capacidad de dafiar o modificar a las bionudécmediante reacciones de oxidacion-
reduccion. Estas incluyen a las derivadas del pr@gi del nitrogeno, del cloro, del bromo y del

sulfuro, aunque también existen otras que no auerial oxigend®®
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La cadena de transporte electronico (CTE) mitodahds la principal fuente de generacion de
EROs en la mayoria de las células eucaridfasal ocurrir una reduccién parcial
(monoelectrénica) del Sgue produce el altamente reactivo anién superdX0, que luego es
transformado a la especie méas establ®,Hbor las superoxido dismutasas mitocondriales (Mn-

SOD de la matriz y Cu,Zn-SOD del espacio intermemdf)*

Al ocurrir un ataque isquémico
seguido por el restablecimiento al menos parciBF8€, el tejido cerebral es reoxigenado, pero
debido a las alteraciones previas de la CTE, seenmenta la produccion de,Q el cual en
presencia de elevados niveles de 6xido nitfid®] (por la activacion excitotéxica de la NOS),
genera una especie altamente dafiina, el peroton@NOO).**? A partir de su capacidad
oxidante y de nitracién sobre proteinas, lipidéigos nucleicos, el ONO@roduce, entre sus
acciones bioldgicas deletéreas, las siguiefifea) modificacion covalente de receptores vy la
consecuente afectacion de sefiales secuencia &bajdyibicion de enzimas antioxidantes (ej.
Cu,Zn- y Mn-SOD, glutation reductasa, glutaredokima consumo de moléculas antioxidantes
(ej. glutatién); d) inhibicion de enzimas del metidmo celular (ej. gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, tirosina hidroxilasa, creatina agan tirosina fosfatasas); e) modificacion
quimica de cofactores enzimaticos (ej. tetrahidnotgirina, NADH); f) inhibicion de canales
ionicos (ej. canales de Nacanales SERCA); g) inducciéon de peroxidaciondligg (POL); h)
modificacion de bases nitrogenadas del ADN vy rgstude su doble cadena; i) bloqueo de la
respiracion mitocondrial, desacoplamiento e indutcle la TPM (por inactivacion de los
complejos I, 11 'y V, y la oxidacion de grupos tisleAdemas de sus acciones directas sobre las

biomoléculas, el ONOOgenera otras especies altamente dafiinas, tale® @macido

peroxinitroso (ONOOH) en presencia de un pH tisdleido, y los radicales anidon carbonato

20



REVISION BIBLIOGRAFICA

(COsM) y el diéxido de nitrégeno (*Nfpa partir de su reacciéon con el £

Por otra parte, diversas enzimas producen EROs consobproducto normal de su actividad, y
en un ambiente isquémico también contribuyen abéstimiento del desbalance oxidativo,
como por ejemplo la monoamino oxidasdAdemas, la auto-oxidacion de sustancias endégenas
en presencia desOcomo la dopamina, la 6-hidroxidopamina, los geupoles (ej. de cisteina) y

las catecolaminas, producensG'’ Unido a estos mecanismos generadores de EROs, se
encuentra la activacién, dependiente d€*Cde la fosfolipasa A la cual libera &cido
araquidonico, cuyo metabolismo por las lipooxigasag ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1,-2)
hasta la formacién de eicosanoides, también prod@e.*®

Otra de las fuentes importantes dg @n el ictus isquémico es la enzima NADPH oxidésa,
cual comprende una familia de isoformas (Nox1-5(X1-2) que incluyen varias subunidades
(1 catalitica y hasta 5 regulador&S)Esta enzima puede localizarse en diferentes merabra
bioldgicas (ej. nucleo, RE, endosoma, fagosomayawmitdria 0 membrana celular) y cataliza la
transferencia de electrones desde el NADPH citosdiasta el @ produciendo el aniéon O
(Nox1, 2, 5) o en determinadas isoformas, gDHNox4, DUOX1, DUOX2). En condiciones
normales, las NADPH oxidasas tienen funciones légiocas importantes (ej. supervivencia,
migracion y proliferacion de células endotelial@sidulacion de la respuesta inflamatoria), pero
tras un ataque isquémico su sobre-activacion dytei sustancialmente al estrés oxidativo y
dafio cerebrale®?

Una de las especies mas reactivas conocidas esliedlr hidroxilo (OHe). Entre sus fuentes
principales se encuentran las denominadas reasciméenton (Fé& + H,0, = F€" + OHe +

OH)*'y de Haber-Weiss @® + H,O,= O, + OH+ + OH).*?* El F€* puede ser generado por
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reduccion directa del superéxido {Fe O = FE* + O,), 0 por accion dafiina de este Gltimo
sobre las enzimas que lo contienen (ej. clusteS)Fea por liberacion de las proteinas
secuestradoras de hierro (ej. ferritina, transfajrinducido por las condiciones isquémicas (ej.
acidosis)*3

A pesar de que todas las células aerdbicas puediendafios por el estrés oxidativo, el tejido
cerebral es particularmente vulnerable debido @rdas razones, entre las cuales podemos
mencionar-** a) posee una alta tasa de consumo g&j0~20% del consumo total del cuerpo
humano); b) posee aminoacidos excitotdxicos; @elaeracion mitocondrial de,©es alta; d)
varios aminoacidos neurotransmisores son auto-bladad) el hierro esta presente en todo el
cerebro, incluyendo el fluido cerebroespinal; &) iaembranas neuronales son ricas en acidos
grasos poli-insaturados, los cuales son particaten susceptibles a la POL; f) tiene altos
niveles de acido ascorbico, que puede actuar compraroxidante en presencia de hierro; g)
posee bajos niveles de glutation peroxidasa y witank, que forman parte de las defensas
antioxidantes; h) las neuronas son células altasrdifgrenciadas que no se dividen, por lo que
el dafo oxidativo puede ser acumulativo e irretoesi

En respuesta a las EROs, el cerebro cuenta camsistde defensa antioxidante enziméticos y
no enzimaticos. La superoxido dismutasa (SOD),nemzjue convierte el £ en HO, y O,,
esta presente en todo el cerebro, pero debe estaparnada por la actividad de otra enzima que
sea capaz de remover eJ@4 formado. La catalasa (CAT), que realiza estaimmo tiene
una expresién importante en el tejido cerelfralPor su parte, la glutatién peroxidasa (GPx)
también es capaz de eliminar el cerebral, acoplando su reduccion con la oxidaciéin

tripéptido Glu-Cys-Gly (glutation o GSH) (B, + 2GSH = GSSG + 2iD). La GPx, ademas,
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también participa en la detoxificacion de otrosicalés, tales como peroxidos lipidicos,
radicales peroxilos y alcoxild$® Estudios con animalesnock-out y transgénicos para estas
enzimas han revelado su importancia en la proteaséebral frente al ictus isquémitd.

1.1.4.4. Inflamacion
La respuesta inflamatoria luego de un ataque isg@ecerebral transita por determinadas etapas
temporales, e involucra mediadores tanto localegldfelio, microglia, astrocitos) como
sistémicos (células inflamatorias circulantesesigt del complemento). La investigacion en esta
area como en los restantes aspectos de la casmuiamica, se mantiene en un desarrollo
continuo, y ha demostrado que el sistema nerviesdral mantiene una estrecha interaccion
reciproca con el sistema inmune. En etapas tengpiaego del ictus, el proceso inflamatorio
comienza en el espacio intra-vascular a partiadeclusion del vaso, cuando la hipoxia estimula
la cascada de coagulacion, activa el sistema deplemnento, las plaquetd®y modula a las
células endoteliales (ej. expresion de factoresadieesion vascular, produccion de EROs,
inhibicion de eNOS, aumento del transporte tramotaiial, expresion de proteasas,
disminucién en los niveles de proteinas de uniédowtial adyacentéf® El desbalance
oxidativo vascular provoca la contraccién de lodgites capilares, lo que agrava ain mas la
obstruccién del FSE° Como consecuencia, ocurre una disrupcion en égiittad de la BHE y
la matriz extracelular, que facilita la extravadéacie células inflamatorias circulantéS Al
mismo tiempo, en el espacio peri-vascular, laslaglmastoides liberan diversos mediadores,
como la histamina, proteasas y el Factor de Nexrosmoral (del inglés: “Tumor_ Necrosis
Factor”, TNF), mientras que macrofagos activadosdypeen citocinas y quimiocinas pro-

inflamatorias que refuerzan la induccion de pra@eide adhesion endotelial, la ruptura de la
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BHE vy la trans-migracién de células inflamatoriagutrofilos, leucocitos, monocitoSY. De
igual manera, en el parénquima cerebral, la mi@ogllos astrocitos hipoxicos adquieren un
estado caracterizado por, entre otros aspectogrolduccion de citocinas y quimiocinas, de
receptores especificos y de metaloproteinasas deiez extracelulal***** contribuyendo al
ambiente pro-inflamatorio.

A medida que la cascada isquémica progresa, dwepocesos inflamatorios se van
estableciendo a partir de componentes de ambosisigioras, el innato y el adaptativo (Tabla 2).
La necrosis neuronal libera al parénquima diversa$éculas que en su conjunto se han
denominado patrones moleculares asociados a ddébmglés: “damage-associated molecular
patterns”, DAMPS) que activan a las células inflaorias mediante diferentes receptores (ej. los
de tipo Toll) expresados en microglia, macréfagesvasculares y células endoteliatésLas
DAMPs pueden tener efectos beneficiosos o deletéacdependencia de la etapa del proceso
inflamatorio, por ejemplo en la fase aguda postsicla neutralizacion por anticuerpo de la
proteina HMGBL1 (del inglés: “high mobility groupgpein B1”) es neuroprotectofd pero en
etapas de resolucién, la HMGBL1 realiza accionesuesdorad®’ Otras DAMPs conocidas son:
el &cido urico, las proteinas de choque térmicéTd, las proteinas S100, el heparan sulfato, y
los &cidos nucleicos (ADN, ARNY?

Los componentes del sistema inmune adaptativoyeoldanto a las células B y T, como sus
productos secretados (anticuerpos, citocinas, goimas). Las células T entran al parénquima
cerebral tras su adhesion al endotelio facilitamtalg disrupcion de la BHE y las quimiocinas, y

producen localmente interferén gamma (IpiNel cual es altamente téxico para las neurdttas.
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Tabla 2. Mediadores de la inflamacion post-isquémica yfeaates celulare¥?

Mediador /

Iniciacion

Amplificacion

Resolucion

fuente celular
Moléculas de adhesion

no transcripcional
P-selectinas (CE, PLQ)

transcripcional
[CAM-1, VCAM-1, P-selectina,
E-selectina, Mac-1, VLA-1 (CE,
Leuc, MPV, MG, AC)

transcripcional

Factores de crecimiento

BDNF, EPO, FGF, G-CSF,
GDNF, HB-EGF, IGF-1,
NGF, VEGF (MG, AC, MPV,
Macr,CE, Neu)

MT6-MMP (Leuc)
Factores de coagulacion
(Circ), Complemento (Circ,
CE, AC, Neu)

Complemento (Circ, CE, AC,
Neu)

Citocinas IL-18 (MG, MPV, CM), IL-1, IL-6, IL-10, IL-17, IL-20, TGF-B, IL-10, IL-17, IL-23,
IL-1a (PLQ), TNF (CM) TNF (CE, MPV, MG, AC, Neu) (T cel, MG, Macr, AC)
Proteasas Elastase, MMP-8, MMP-9,  MMP2, MMP9 (CE, Leuc) MMP-9 (AC, Neu),

Complemento (Circ, CE,
AC, Neu)

Otros mediadores

Prostanoides, leucotrienos
(CE, PLQ, MG, Neu)

ATP (Circ, Neu), EROs
(CE, PLQ, Leuc, MPV, MG,
Neu)

iNOS (MG, Leuc, CE)
COX-2 (Neu, MG, Leuc, CE)
LOX (Neu, Leuc)

PTGES (Neu, MG, Leuc, CE)
NADPH oxidasa (MG, Leuc)

Ciclopentenonas
prostaglandinas

Lipoxinas

Docosanoides (resolvinas,
protectinas)

Siglas: CE: células endoteliales; PLQ: plaquetas; Leuc: leucocitos; MPV: macréfagos perivasculares; MG: microglia;
AC: astrocitos; Neu: neuronas, Macr: macrofagos; CM: células mastoides; T cel: células T; Circ: células sanguineas

circulantes

El papel deletéreo en la etapa aguda post-ictissdanfocitos T se ha demostrado por diferentes

métodos, por ejemplo, la deplecién o bloqueo fanitagco de célulasyB,*** CD8 o CD4,'*?

disminuye el dafio isquémico cerebral. Otro tipolidéocito T que por el contrario, posee

propiedades inmuno-supresoras y moduladoras, senlldmadas células T reguladoras,

caracterizadas por la expresion de un factor trgpgtsonal que dirige su diferenciacion, el Foxp3

(del inglés: “factor forkhead box protein P3"), & produccion de IL-10 y TGB*® Diversos

estudios recientes muestran el papel protectorsties ecélulas frente al ictus isquémico de

gravedad moderad4? e incluso su transferencia adoptiva ha mostragictas$ beneficiosos tanto
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en el sistema nervioso centfdicomo en la periferi&’® Por otro lado, las células B reguladoras
también han evidenciado ser protectoras frentetas isquémico, mediado por la disminucion
en la extravasacion y activacién de leucocitos gitbcinas pro-inflamatoridé’*4®

La respuesta inflamatoria tardia tiene como olgeparticipar en la reorganizacion estructural y
funcional del cerebro isquémico. Hasta el momentiste un conocimiento limitado de los
mecanismos involucrados en esta etapa, pero ldereias sugieren que no transita por vias
pasivas, es decir, debido al agotamiento de losaderes pro-inflamatorios deletéreos de la fase
aguda, sino mas bien debido a la interaccion detesesupresores de la inflamacion con
procesos beneficiosos derivados de la etapa pamaforia previa y con factores de
supervivencid®® Por ejemplo, la microglia activada y los macréfagdiltrados se encargan de
fagocitar los restos de células muertas mediadcgfales liberadas por estas. La microglia, los
astrocitos, las neuronas y células del sistema mentambién producen factores de crecimiento
que favorecen la recuperacion funcional (Tabla 2).

1.1.4.5. Muerte celular

Distintas formas de muerte celular se han deseritt literatura, tradicionalmente enfocado en

eventos mutuamente excluyentes. Sin embargo, exaterecientes indican que los mecanismos
por los cuales una célula pierde su viabilidad camem sitios y organulos sub-celulares, e

incluso algunas moléculas iniciadoras y efectdragorma de muerte que predominara depende,
entre otros factores, del estado de desarroll@mgznismo, del contexto celular y de las sefiales
extracelulares presentes.

El estudio del tipo de muerte celular y la defiditidel mecanismo por el que transita puede ser

una medida del efecto farmacologico de determineatamiento, o validar blancos terapéuticos
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relevantes para la clinica. La mayoria de los é@s$ukdasta el momento se han enfocado en la
sustancia gris cerebral, pero recientemente Idifteion de los mediadores de muerte de otros
tipos celulares de la unidad neurovascular ha dobranportancia, tales como los
oligodendrocitos que conforman la sustancia bl@ecabraf->*

La mitocondria esta involucrada tanto en los progete necrosis, apoptosis, como de autofagia
luego del ictus isquémico, dependiendo de la sgadridel dafio, la presencia de reperfusion
tisular y la naturaleza de la ruta de sefalizadélular. La IC bloquea completamente la
produccién de ATP por la mitocondria en las neusoea el foco isquémico, provocando, en
cuestién de minutos, una sobrecarga d& ®éracelular y alteraciones idnicas que resultdaen
muerte por necrosiS? Sin embargo, en zonas donde la caida del FSC essnsevera, diversas
vias de sefalizacién celular involucran a la mitat@ en eventos que desencadenan la
apoptosis, entre ellos, la liberacion de citocrara citoplasma, donde interactia con factores
citosdlicos como Apaf-1 y caspasa-9, activa la @saf8 y el subsecuente clivaje de proteinas
sustratos, dentro de los que se incluye la polPAIDosa polimeras&®

Estudios recientes sugieren que la autofagia padientribuir a la reestructuracion del tejido
cerebral dafiado mediante la degradacion de agregadteicos y organulos defectuo$dsSin
embargo, la desregulacion de este proceso tamioigltieva a efectos deletéreos cerebrales.
Diversas EROs son capaces de oxidar e inactivaoiipas reguladoras o efectoras de la
autofagia neuronal, por ejemplo e}®3 sobre la proteina Atg4, la S-nitracién por *NOrsob
IKK B (inhibiendo la via de mTOR) y JNK (inhibiendo lsatiacion de beclina/Atg6 de Bcl-
2).*° La modulacién adecuada de los procesos autofagiodsia constituir, por tanto, una

estrategia terapéutica para el ictus, por ejempl@ peciclar componentes celulares dafiados
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como las mitocondrias disfunciondi®sy las proteinas alteradas que se van acumulaneéb en
medio intracelulat?’

1.1.5. Estrategias terapéuticas
Hasta el momento, existen cuatro intervencionessguemplean en la practica clinica y han
demostrado cierta mejoria en los pacientes elegdllser aplicadas en la etapa aguda post-ictus:
1) el manejo de los pacientes dentro de unidadspitatarias especializadas (unidades de
ictus)!*® 2) el uso de la aspirina antes de las 48 h past:it’ 3) la hemicraneotomia o
descomprensién quirtrgic&’ 4) la trombolisis por el factor activador del praségeno tisular
(tPA) antes de las 4,5 h post-ict§sUn niimero considerable de estrategias se hanagimly
contindan probandose tanto en modelos experimaental®o en ensayos clinicos con el objetivo
de incrementar el arsenal terapéutico frente akictquémico. Estas pueden ser divididas en: a)
abordajes que mejoran la aplicacién del tPA o meiewaléculas tromboliticas; b) remocién
mecanica del trombo; ¢) neuroproteccion y restadmaceuroldgica.
Para incrementar la efectividad del tPA se han emphtado los denominados protocolos
“puente”, en los cuales se aplica el tPA por vieairenosa inicialmente, y si no se demuestra la
re-canalizacion arterial dentro de un periodo depio determinado, se realiza una segunda
administracién de ese fArmaco por via intra-att&tfajue puede ser combinado con dispositivos
mecéanicos, por ejemplo los sistemas MERCb PENUMBRA* Ademas, también se ha
demostrado experimentalmente y en estudios clinieosefectividad de la aplicacion
concomitante del ultrasonido con tPA, mediada pomejor transporte del farmaco hasta el
coagulo que bloquea la artetfd.Entre las nuevas moléculas tromboliticas con piaédades

clinicas se encuentran la desmotepfaSts, tenecteplas® el ancrod-®® la batroxobind®® y el
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activador del plasminégeno tipo uroquinasa tisulamana (del inglés: _“Human Tissue
Urokinase type_ Plasminogen Activator’, HTUPAY. Algunas de ellas tienen una mayor
especificidad por la fibrina que el tPA, por lo gueglucen el riesgo de complicaciones por
hemorragias.

Las estrategias neuroprotectoras se dirigen a edyda cascada isquémica en uno o varios de
sus mecanismos patolégicos. Dentro de esta categeriincluyen, ademas, las terapias que
modulan los procesos enddgenos de proteccion, ebrpre-condicionamientt}!y a aquellas
enfocadas en la regeneracion/restauracion ddbtegrebral desde el punto de vista estructural
y funcional. Tras méas de 30 afios de estudios prea$i con este tipo de moléculas, todavia no
se ha logrado aplicarlas en la practica clinicajue ha conllevado a una diversidad de criterios
para explicar este hecho. En un estudio que reviiéamente las evidencias de 1026 moléculas
evaluadas como posibles tratamientos del ictugisipo, se encontré que aquellas testadas en
ensayos clinicos (114) no habian mostrado mayatieftad experimental en fase pre-clinica
gue aquellas evaluadas solo en modelos animal@$, (®1lcual pone en duda si la seleccion de
los mejores candidatos hacia ensayos clinicos tha adecuada o permeada por criterios
econémicos’? El mayor nimero de estudios clinicos reportadosneleroprotectores en el
infarto cerebral ha sido para bloqueadores de esanatle CZ, seguido por
antioxidantes/secuestradores de radicales libipstemmia, bloqueadores de canales dé'Na
antagonistas de receptores de glutarfatentre las recomendaciones mas importantes para
llevar a cabo los estudios preclinicos de IC sei@nttan las reportada por el grupo STAIR (del
inglés: “Stroke Therapy Academic and Industry Rdahbt”), resaltando por ejemplo el empleo

de al menos dos modelos en dos especies animdentés.” y que han sido, ademas,
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extendidas también para ensayos clinfédkas estrategias de restauracién neurolégica iaplic
la recuperacion cognitiva y motora mediante diverseecanismos, como por ejemplo la
reestructuracion de las conexiones neurales rertesjea la génesis de nuevas neuronas y
conexiones. Entre los candidatos evaluados hasteoelento se encuentran las células madres
(ej. embridnicas, de médula espinal, progenitordsiltas multipotentes, umbilicales y
neurales)””

1.2. C-Ficocianina y Ficocianobilina

1.2.1. Estructuray funciéon
La C-Ficocianina (C-FC) es un compuesto de origenral, una biliproteina, que se encuentra
en algunas algas verde-azules com&diaulina platensis, la cual es frecuentemente utilizada
como un suplemento dietético en muchos paises per popiedades nutricionales y
citoprotectoras’® La C-FC es una proteina altamente conservada queaf parte del
ficobilisoma, un complejo proteinico macromolecutaya funcion es utilizar energia solar para
el aparato fotosintético de las cianobactefiasas clases mas comunes de ficobiliproteinas son:
Alo-Ficocianina, C-FC y Ficoeritrina. Todas esténnfadas por una subunidady unaf con
pesos entre 17-20 kDa. Contienen grupos prostéttetmpirrdlicos lineales isoméricos
diferentes (grupo cromoforo o bilin) y que difieren cuanto a la disposicion de sus dobles
enlaces. Estos grupos bilin estan unidos a lasneadgolipéptidicas mediante enlaces tioéter a
residuos especificos de cistefdd. En la C-Ficocianina el grupo bilin se denomina
Ficocianobilina (FCB), y contiene tres en su estna; uno de ellos unido a la cisteina 84 de la

cadena y el resto a las cisteinas 84 y 155 de la caflerespectivamente (Anexo 1.
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1.2.2. Efectos farmacoldgicos

1.2.2.1. Estudiosin vitro
Una gran parte de los estudiosvitro con C-FC se han realizado con el propésito de diearos
sus propiedades antioxidantes, anti-inflamatoédeprotectoras y anti-tumorales. Ensayos de
guimioluminiscencia demostraron la accion secudstea de la C-FC sobre los radicales
alcoxilos e hidroxilos, ademas de la inhibicion ldérocloruro 2,2’ azobis 2-amidinopropano
(HAAP), un iniciador de la formacién de radicalézds y de la POL”® La C-FC inhibe el
incremento de peroxidos lipidicos de microsomas ldghdo de ratas después de la co-
incubacion con Acido ascérbico y hietfd Basado en estos resultados también se ha reportado
que la C-FC protege los eritrocitos humanos disis ¢elulart®! La interaccion de ambos, la C-
FC y la FCB, con peroxinitro (ONODfue estudiada espectroscopicamente y se dempstrod
son eficientes secuestradores de esta ER@r otra parte, estudios en lineas celulares han
mostrado que la C-FC limita la proliferacion de tues, por ejemplo de origen leucemia
mieloide!®? y hepatocarcinom&° Ademas, se ha observado que la C-FC es un inhiblielda
agregacion plaquetari&! Se ha demostrado también en dos sistemas expéaige(ensayo de
enzima aislada y ensayo sanguineo completo) que-F& es un inhibidor selectivo de la
COX-21% Otros resultados sugieren que la C-FC puede spieada como agente cicatrizante
de heridas pues, regula transcripcionalmente &rfactivador de plasmindgeno tipo-uroquinasa
a traves de la ruta de la proteina quinasa A depetedde AMPc e incrementa la proliferacion y
migracion de fibroblastos humant¥§.A una concentracién entre 1-3 mg/mL, la C-FC peeei
la muerte neuronal causada por la ausencia dei@gtasero en un cultivo de células granulosas

cerebelares durante 24 hdrde que sugiere una accién neuroprotectdfa.
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1.2.2.2. Estudiosin vivo
Estas investigaciones se han realizado principdenemon el objetivo de explorar las
potencialidades anti-inflamatorias, citoprotectorascatrizantes del compuesto. La C-FC inhibe
el edema producido en modelos de inflamacion deata inducida por carragenina y glucosa
oxidasa®® asi como en el modelo de inflamacién de la orejaratén inducida con &cido
araquidénicd® Se propuso que los efectos pueden ser debidomhilécion de la POL. En el
modelo de artritis inducida por zimosano en ratplee€-FC (25, 50, 100 mg/kg), administrada
por via oral, diariamente durante 8 dias, suprimiactividad de la glucuronidasa en un 60, 80 y
93%, lo que mostré una disminucién de la resptiefiematoria’® Por otro lado, la inhibicién
de la COX-2 por la C-FC media sus efectos protestaontra el dafio hepatico inducido por
CCly, asociado ademas a su capacidad de secuestianteficente radicales libres e inhibir la
POL®! En ratones tratados intra-traquealmente con lifsamérido (LPS), la C-FC
administrada tres horas después, logré disminuiogmpulmones los niveles de citocinas pro-
inflamatorias (TNFe, IL-6, IL-1B) y quimiocinas (CINC-3), de EROs (nitrito/nitrat@g*’), asi
como la expresion de iINOS, COX-2 y del factor d;-y la actividad de la mieloperoxidasa.
Ademas, moduld la expresion de factores anti-apicps (aumento de Bcl-2 y Bcl-XL) y anti-
apoptoticos (disminucién de Bax) mitocondridi®&slLa C-FC también ha sido evaluada en un
modelo de colitis inducida por &cido acético easainhibiendo la actividad de mieloperoxidasa
y la infiltracién de neutréfilos en el tejido dedlon*® La aplicacién tépica de C-FC en heridas
dérmicas en ratones acelera el ritmo de cicatérde! involucrando la modulacién efectiva de
proteinas totales, &cido urénico y factores deimieato’®® Por otra parte, la C-FC mejoré la

recuperacion cardiaca durante el dafio al miocandwcido por isquemia/reperfusion, mediado
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por la activacion de ERK1/2 y la expresion de Bgl4ambién por la atenuacion de p38 MAPK
y caspasa-3%°

El papel neuroprotector de la C-FC ha sido exanoireadun modelo de dafio cerebral inducido
por &cido kainico en ratas. Los sintomas clini@este modelo incluyen sacudidas, temblores y
alteraciones en el comportamiento. La incidenciastes cambios fue significativamente mas
baja en aquellas ratas que recibieron 100 mg/kyisooral de C-FC?’ La C-FC logré atenuar
los dafios causados en higado y cerebro con una dusa-peritoneal de 50 mg/Kg,
administrada dos veces en un intervalo de 24 heragyn modelo de encefalopatia hepética
inducida con tioacetamida en rat&Otros estudios preclinicos de la C-FC incluyerpapel
protector y antioxidante frente a la aterosclerbSis la hipertensién asociada al sindrome
metabdlicd® el dafio renal inducido por Hg€l' y cisplatina2®?? |a catarata inducida por
selenio (NaS0y)?*y la encefalomielitis autoinmune experimental @as*%°

La C-FC posee pocos estudios toxicolégicos, pesoelddencias sugieren que es altamente
segura. La dosis efectiva de la C-FC en varios ledmimales de diferentes enfermedades ha
sido de 25 a 300 mg/Kg, administrada por via drgfa-peritoneal o topica. La dosis mayor
reportada hasta el momento para la C-FC es de § géfa ratas y ratones, por via oral, sin
mortalidad asociada. Los animales fueron observaosl4 dias y no mostraron ninguna
alteracion en el comportamiento, y las diferencéas el peso no fueron estadisticamente
significativas entre tratados y no tratados. Eandlisis histopatologico no se encontraron dafios

en 6rganos Y tejiddS®
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Purificacion y caracterizacion fisico-quimica de l1&C-FC y la FCB
La C-FC y la FCB fueron purificadas y caracterizagr metodos fisico-quimicos por el
Departamento de Fisica-Quimica del Centro de legeniGenética y Biotecnologia (Anexo 1).
La C-FC con mas de un 90% de pureza (en lo adel@grf€ o C-FGy,) fue purificada
siguiendo un procedimiento reportad®El contenido de endotoxina se determind por ehgms
de turbidez en lisado de amebocitos ldeulus polyphemus®®’ La C-Ficocianina comercial
(Biodelta Ltd., Sudafrica) fue obtenida con cectifio de calidad No. 24326-NOP-B, a una
pureza del 30% (en lo adelante Csf}. La purificacion de FCB se describe en el Anexo 1
Antes de aplicarse, las soluciones de ambas makduéron filtradas en condiciones estériles
(filtros de 0,2 pm, Sartorius, Minisart®, Alemania)
1.3. Evaluacién del efecto mitoprotector de la C-FC en itocondrias aisladas
1.3.1. Aislamiento de mitocondrias de cerebro data
Las mitocondrias fueron aisladas siguiendo un plogento previamente descrito con
modificaciones menored® Brevemente, dos ratas Wistar machos pesando D@ Xderon
sacrificadas por decapitacion, y sus cerebros fuegpidamente removidos y colocados en 10
mL del buffer de aislamiento frio (manitol 225 mMdacarosa 75 mM, acido tetraacético
etilenglicol (EGTA) 1mM, albumina de suero bovinBSA) 0,1% deslipidada y acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico (HEPES), ptR). El bulbo olfatorio, el cerebelo y las
regiones de la base del cerebro fueron desechatlzs hemisferios cerebrales fueron divididos
usando tijeras quirdrgicas y lavados dos veced bafter de aislamiento. El tejido cerebral fue

manualmente homogeneizado en 20 mL de buffer dendento usando un homogeneizador
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tipo Dounce (20-25 vueltas). EI homogenado fuerdegado a 4 °C (2 000 x g, 3 min) en un
rotor Hitachi RT15A5 (Japdn), y el sobrenadanteulteste fue nuevamente centrifugado
(12 000 x g, 8 min). El pellet fue suavemente rpendido en 10 mL de buffer de aislamiento
conteniendo 20 pL de digitonina 10% (para induaitisis de los sinaptosomas), mediante el
empleo de un fino pincel, y luego centrifugado a0® x g por 10 min. El pellet oscuro
obtenido fue resuspendido en 10 mL de buffer daraisnto sin EGTA ni BSA y centrifugado
nuevamente (12 000 x g, 10 min), y el pellet resué fue resuspendido en 200 pL de medio
estandar de incubacion (MEI: manitol 225 mM, sasare5 mM y KHEPES 10 mM, pH 7,2).
La concentracion de proteinas totales fue deteduin@or el método de Biuret usando BSA
como estandar, y fue aproximadamente 30-50 mg/mia pada preparacion. Todos estos
procedimientos se realizaron 8@

1.3.2. Ensayos mitocondriales
Los experimentos empleando mitocondrias de ceratmoratas (MCRs) aisladas fueron
realizados a 30 °C con agitacion magnética corestantel MEI descrito anteriormente. La
relacién control de respiracion (cociente entreplasdientes respiratorias del estado 3 y el estado
4) fue por encima de 4, determinada luego del romeot del consumo de oxigeno con un
oxigrafo equipado con un electrodo tipo Clark (Héesh Instruments Ltd., Reino Unido), y con
1 mg/mL de MCRs més succinato 5 mM, rotenona 2 ADP 800 uM y KHPO, 2 mM. La
oligomicina a 1 pg/mL fue usada en el estado 4ithamiento mitocondrial fue estimado a
partir de la disminucion en la absorbancia a 54Queamdo un espectrofotometro Hitachi modelo
U-2910 (Japon). La generacion de EROs en MCRs foeitoreada empleando la sonda

diacetato de diclorodihidrofluoresceina,CFDA) a 2 uM (Invitrogen, Life Technology Co.,
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EEUU). Los cambios en la fluorescencia del produg@F fueron monitoreados usando un
espectrofluorimetro F-4500 (Hitachi, Japon) a uloagjitudes de onda de excitacion/emision
503/529 nm, y los resultados se expresan comoedif@s respecto al valor inicfaf*'° El
potencial de membrana mitocondridll{) fue estimado mediante el monitoreo continuo de la
concentracion del cation lipofilico cloruro de &énilfosfonio (TPP) en el medio
extramitocondrig™ con un electrodo selectivo para TP®Vorld Precision Instruments Inc.,
EEUU) conectado al oxigrafo. Para el calculoAi¥| se asumio que el volumen de la matriz de
las MCRs fue de 1,5 pL/mg de proteina. El poterdgatnembrana fue calculado asumiendo que
la distribucién del TPPentre la mitocondria y el medio siguié la ecuaciin Nernst. La
correcciones se realizaron de acuerdo a la coestintisociacion del TPRon la membrana
mitocondrial reportada previamertd.Los resultados se expresaron como porcienta\‘He
respecto al nivel alcanzado antes de la adiciorCdd. La liberaciéon de citocromo ¢ fue
evaluado en las mismas condiciones que se empleartns experimentos de hinchamiento. La
suspensién mitocondrial fue centrifugada (9000 8 gyin) a 4°C, y el sobrenadante (100 pL)
fue mezclado con 2 pL de un coctel de inhibidoresptbteasas (Sigma-Aldrich, EEUU) e
incubado con 25 pL de buffer de corrida (glicerobd SDS 10%, bromofenol azul 0,05%,
mercaptoetanol 25%) a 96 por 5 min, luego sometido a una SDS-PAGE al 12%ansferido

a una membrana de nitrocelulosa. Para la detec@déemple6é un anticuerpo monoclonal de
ratobn contra citocromo c¢ (1:1000, BD BiosciencesarRtingen, EEUU), un anticuerpo
secundario anti-ratdbn conjugado con peroxidasaadano (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
EEUU) y el sistema ECIY (GE HealthCare, Reino Unido). Los filmes obtenidescolocaron

en un escaner digital (Hewlett Packard HP Scadij@0, EEUU) para la adquisicion de las
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imagenes. La densitometria se realiz6 usando grgma ImageJ 1.41 (Institutos Nacionales de
la Salud [INS], EEUU). Los resultados fueron préaéas como porciento respecto al control
dafiado con Cé/fosfato.

1.4. Ensayo electroquimico con C-FC

Los ensayos electroquimicos fueron realizados ¢omstrumento BAS CV-27 (Bioanalytical
System Inc., EEUU) usando celdas electroquimicersvencionales con tres electrodos y un
sensor Omnigraphic 100 (Texas Instruments, EEUB)erSpled como electrodo de trabajo uno
de carbono vidrioso con un area de 0,0314, gmlido con agua-alimina 1 pM vy lavado
meticulosamente con agua y acetona. Un alambréate@fue usado como electrodo opuesto, y
todos los potenciales se refirieron a un elect{@ddpAgCIl/KCI (sat)] sin considerar el potencial
del liquido de union. La solucion electrolitica stgporte (SES) se obtuvo mezclando KCI 100
mM con &cido tricloroacético 100 mM pH 3,3, miestraie la solucién de EFeEDTA (0,1 mM)

se preparo a partir de adiciones equimolares de@${y NaH,EDTA . La solucion madre de
hidroperdxido 100 mM fue preparada disolviendgDH30% con la SES. Cada muestra fue
desoxigenada con argon por 20 min antes de redizamediciones electroquimicas. La
voltametria ciclica se realiz6 en un volumen fid@l5 mL para todos los experimentos con una
velocidad de barrido del potencial igual a 30 my/(sha ventana de potencial entre -0,4 Vy 0,4
V. Los experimentos controles se llevaron a cabla&ES en presencia de’FEDTA o H,0,,

en presencia de ambos sin C-FC u oxigeno (purgbelargén). El ruido voltamétrico de fondo
se midi6 en presencia de’EDTA pero en ausencia de peréxidos o de oxigenmgulor de

N).
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2.4. Evaluacion del efecto de la C-FC y FCB en lias celulares

2.4.1. Linea PC12
Las células PC12 (ATCC, EEUU) se expandieron enion&PMI 1640 (Gibco, EEUU)
suplementado con suero de caballo al 10% inactieadocalor, 5% de suero fetal bovino, 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina,§ fig/mL de L-glutamina a 3C en 5%
C0O,/95% aire. El medio se cambio cada dos dias ydkdas se sub-cultivaron cada 4 dias con
solucion de tripsina (0,05%)/EDTA (0,025%) a 3 X &6lulas/mL. Para el ensayo de viabilidad,
las células se cultivaron en cuadruplicado en pldea96 pozos (pre-cubiertas conudmL de
poli-D-lisina por 1 h) a una concentracién de 20X &élulas/mL por 24 h. A continuacion,
fueron incubadas con B, o glutamato recién preparados en medio completifesientes
concentraciones durante 24 h, o pre-tratadas c&€ @ FCB durante 24 h seguido por la
incubacién con medio fresco conteniendo el prodyctl téxico (200 uM HO, 0 40 mM
glutamato), por 24 h.

2.4.2. Linea SH-SY5Y
Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (BaecGélulas de Rio de Janeiro, Brasil)
fueron expandidas en medio DMEM (Gibco, EEUU) coedo suero fetal bovino 10%,
penicilina G 100 Ul/mL, estreptomicina 100 pg/mLawnfotericina B 0,25 pg/mL, en una
atmosfera de CO5%/ aire 95% a 39C. El medio se cambié cada dos dias, las céluka®iiu
subcultivadas cada cuatro dias por tripsinizaciore-gembradas a una densidad de 4 % 10
células/mL. Las células SH-SY5Y entre el tercerosgptimo pase fueron cultivadas en
cuadruplicado en placas de 96 pozos a 4 “xc&ulas/200 pL/pozo durante 24 h. Las células

fueron incubadas carBOOH recién preparado en medio completo a difeseabncentraciones
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durante 6 h, o pre-tratadas con C-FC durante 2dghido por la incubaciéon con medio fresco
conteniendo C-FC y 25 uMBOOH por otras 6 h.
2.4.3. Ensayo de viabilidad celular
La viabilidad celular fue medida a través de losdpctos azules formazan obtenidos de la
transformacion enzimatica del MTT (del inglés: BH-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide”) (Sigma-Aldrich, EEUU) por lageshidrogenasas mitocondriales, las
cuales son activas solamente en células viablesspu#s del periodo de incubacién con los
productos (C-FC o FCB) y los toxicos ABb, glutamato a-BOOH), las células fueron lavadas
suavemente con PBS estéril pH 7,2 (200 pL/poze),MTT (recién preparado a 0,5 mg/mL en
medio libre de suero) fue afiadido a 200 pL/pozocekiado por 4 h a 3%C. Después de la
retirada del MTT, 200 pL de dimetilsulfoxido (DMS@)e afiadido a cada pozo para solubilizar
los cristales de formazéan, y la absorbancia de pada fue medida a 570 nm en un lector de
placas (equipos Varian Cary 50, Australia, paralaélSH-SY5Y; o SUMA, La Habana, Cuba,
para células PC12). Los resultados fueron expresadmo el porciento de absorbancia en
relacion a las células controles no dafadas.
2.5. Evaluacion del efecto de la C-FC y FCB en modelogsianales de isquemia cerebral
y de los mecanismos moleculares involucrados
2.5.1. Modelo de isquemia/reperfusion cerebral global enegbos de Mongolia
2.5.1.1. Animales y disefio experimental
Los gerbos de Mongolia machos de 60-80 g (CENPALKBHabana, Cuba) fueron adaptados
por al menos una semana y luego mantenidos enaiones ambientales de 25 £@ y una

humedad relativa de 60%, en un ciclo de 12 hotasnals de luz-oscuridad. Se les suministro
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agua y alimentaciéad libitum. Todos los procedimientos fueron aprobados porsigtucion, y
siguieron normas bioéticas internacionales (Divectiel Consejo de Comunidades Europeas del
24 de noviembre de 1986, 86/609/EEC).
Los gerbos fueron divididos aleatoriamente en lugpa@s siguientes: a) grupo control (n=25 o
n=20 para los esquemas profilactico o terapéutiespectivamente), a cuyos animales se les
practicé la diseccion quirargica de las arteria®ti@das comunes (ACCs) sin ocluirlas; b) grupo
I/R vehiculo (n=33 o n=25 para los esquemas putidd o terapéutico, respectivamente),
animales con oclusion de las ACCs y tratamiento smmncion NaCl 0,9%; c¢) grupo | (n=31),
animales isquémicos y tratados con una dosis dpmotavia oral con C-Ffgy, 200 mg/Kg,
durante siete dias anteriores a la cirugia (esquoeaigéctico); d) grupo I, Il y IV (n=21 cada
uno), animales isquémicos Yy tratados con dosis alativas de C-Fgyo,de 50, 75 y 100 mg/Kg,
respectivamente, a los 30 min, 3, 6 y 12 h postsia la cirugia (esquema terapéutico); e) grupo
tratado con C-F6g0,25 mg/Kg siguiendo el mismo esquema terapéutica@h=

2.5.1.2. Procedimiento quirargico
Los gerbos fueron anestesiados con hidrato delo86® mg/Kg, i.p.f** y sus ACCs se
ocluyeron bilateralmente durante 10 min. La infecian de la circulacion y comienzo de la
recirculacion se confirmo visualmente y luego lal ge suturé asépticamente. Los animales con
operacion simulada (grupo control) fueron anestiesiay sus ACCs so6lo fueron expuestas sin
oclusién. La temperatura del cuerpo durante lasi@tuvascular se mantuvo a 36,8 + %3con
una lampara incandescente y los animales se dejauperar en una manta eléctrica de
calefaccion. Después de que los gerbos se recopedarla anestesia, se les dio libre acceso al

agua Yy la alimentacién como en condiciones de mantento pre-quirargicas.
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2.5.1.3. Evaluacién neurolégica
Después de 24 h de reperfusion, un observadornexliverealizd la evaluacion neuroldgica de
los diferentes grupos experimentales siguiendoctisrios de Lawner y cols. (197%Y La
escala neuroldgica se calcula como la sumatoria pentuacion de diferentes signos clinicos: a)
ptosis (sin sintomas = 0; un parpado parcialmesteado = 1; un parpado totalmente cerrado =
2; ambos parpados cerrados parcialmente = 3; apdipados se cerraron totalmente = 4) b)
erizamiento del pelo (sin sintoma = 0; pelo erizadb); ¢) disminucion del tono muscular (sin
sintoma = 0; tono muscular disminuido o fuerzaandxtremidades = 1); d) reflejo flexor (sin
sintoma = 0; extremidades traseras ligerament@des cuando se pellizca = 1; no retirada de
las patas traseras cuando se pellizca = 2); eupogbhormal = 0; encorvado = 1); f) patron
locomotor (normal = 0; lento = 1; no camina = 2)nfyor escala, mayor déficit neurolégico,
con un valor maximo de 11 puntos.

2.5.1.4. Determinacion del volumen de infarto
Para la evaluacion del infarto cerebral medianteidn con TTC (del inglés: “2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride™* se utilizaron seis animales por grupo (esquemafigmticos
y terapéuticos) a las 24 h después del procedimidatl/R. Los gerbos anestesiados fueron
sometidos a perfusion cardiaca con solucion salif®g9% fria y se extrajeron sus cerebros, los
cuales fueron congelados (20 min, -%) y se seccionaron en cinco cortes coronalesrden2
de espesor (rostral a caudal). Los cortes de aesebincubaron durante 30 min en una solucion
al 2% de TTC a 37C y se fijaron por inmersién en una solucién defmamaldehido al 4 % (en

PBS 0,1 M, pH 7,4) durante 48 hofa8Cinco secciones cerebrales por animal tefiidas ¢

fueron escaneadas (Hewlett Packard HP Scanjet 8B3MEUU), y las imagenes analizadas
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usando un software comercial (Photoshop CS3 10d@pé& Systems Inc., EEUU). El area de
infarto se calculé como se describe por Bahcekgpilbls. con algunas modificacioné$.Las
mediciones del tejido infartado se realizaron méneate, definido como la region cerebral no
tefiida. Se uso el area de infarto por seccioneidbro para calcular el porcentaje del tejido
infartado con relacion al area hemisférica ipsikiey se expresé como el promedio de ambos
hemisferios. El volumen de infarto o del hemisfepior secciones cerebrales, se determind
multiplicando el é&rea infartada o el area hemisérespectivamente, por el grosor del corte (2
mm). El volumen de infarto por animal se calculhocel porcentaje de la suma del volumen de
tejido infartado de los cinco cortes respecto sulaa del volumen del hemisférico ipsilateral, y
se expreso6 como el promedio de ambos hemisferios.

2.5.1.5. Evaluacién histoldgica
A los siete dias posteriores al procedimiento qgicd, los animales sobrevivientes se
anestesiaron con hidrato de cloral (300 mg/Kg) ypse sometieron a perfusion cardiaca con
solucién salina 0,9 % fria durante 10 min y luegwadte 15 min con el fijador formaldehido
10% frio (en PBS 0,1 M, pH 7,4). Se extrajerondescbros del craneo y después se fijaron en
formaldehido al 10% durante una semana. Cada bldeuejido fue embebido en parafina y se
cortd con un microtomo de deslizamiento (Sakur@ddpen secciones coronales de 4 pum
conteniendo el hipocampo dorsal en la coordenagamin respecto a bregri&,y se tifieron
con hematoxilina-eosina. El analisis morfométriearsalizé contando las neuronas viables (no
eosinofilicas) en las diferentes areas de la capeellilas piramidales del hipocampo. El limite
CA-2/CA-3 se definié utilizando una extrapolaciéonfométrica segiin un reporte pre¢id.La

region CA-4 se definié como la capa de célulasnpiglales limitada por los dos brazos del giro
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dentado. Las células piramidales mostrando atrefiatraccion, picnosis nuclear, coloracion
oscura citoplasmatica o espacios vacios se consideicativo de degeneracion celufdt Para
la evaluacion del dafio neuronal, se conto el narderneuronas viables en zonas determinadas
de CA-1 (150 x 320 pm ), CA-2 ( 150 x 320 pm A-&( 0,115 mrf) o CA-4 ( 150 x 320 pm)
de cada animal usando el programa ImageJ 1.41 @ESU). Los recuentos de células se
expresaron en porcentaje respecto al grupo control.

2.5.1.6. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo
Se utilizaron seis animales por grupo (del esquproéilactico) a las 24 horas después de la
cirugia, para la determinacion de biomarcadoregsiees oxidativo. Las muestras de sangre
fueron tomadas por puncion cardiaca en animalestesiados (hidrato de cloral 300 mg/Kg,
i.p.), Yy luego sometidos a perfusion cardiaca alac#n salina 0,9% fria durante 10 min. El
suero se obtuvo por procedimientos estandaresansacené a -76C hasta su uso. Para la
homogenizacién, cada cerebro se colocé en un tabmidro centrifuga conteniendo perlas de
vidrio de 4 mm y 2 mL de tampén KCI 0,1 M/histidiBanM (pH 7,3). El tejido se macerd y se
agité durante 2 min. Los homogenados se centrifugdurante 5 min a 10 000 x g 8&, y el
sobrenadante se almacené a%Chasta su uso. El contenido de proteina de loogenizados
se determind por el método del Azul Brillante deo@assi€?! Los parametros bioquimicos
fueron determinados utilizando un espectrofotomedtsospect 1l Plus (Pharmacia LKB,
Suecia). La concentracion de malonildialdehido (MP#arcador de la POL, se ensayo
empleando un kit comercial (Bioxytech, Oxis Intéimaal Inc., EEUU). Para la determinacion
del peroxidacién potencial (PP), las muestras fuéncubadas con 2 mM de Cu$@ 37°C

durante 24 h. La PP se estim6 tomando la diferesrti@ el contenido de MDA en 24y 0 hy se
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expresé como UM para el suero, y pM/mg de protpara el homogenado de cereffoLa
capacidad reductora férrica (del inglés: “Ferrid&®eng_Ability of Plasma”, FRAP) del suero y
del homogenado de cerebro se determind sobre & dmda capacidad de las muestras para
reducir el hierro de forma férrica Fea su forma ferrosa (F@. El Fe (I1)-2,4,6-tripiridil-s-
triazina formado se detectd a 593 nm. El &cidorasod se usé como estandar en la curva patron
y los resultados se expresaron como equivalenteslgt&tido ascorbico para el suero y puM/mg
de proteina para el homogenado de cer&Bro.
2.5.1.7. Evaluacion de la conducta exploratoria

La evaluacion del comportamiento se llevé a callesaftodos los animales) y siete dias después
(todos los animales sobrevivientes) del evento ésdco en el esquema profilactico. La
actividad locomotora se midi6 utilizando una cagaadtividad automatizada (Modelo 7401, Ugo
Basile, Italia) durante 30 min después de un peridd 10 min de aclimatacién, como se
describe anteriormenté? La actividad se cuantifica como el nimero de maafitos por animal
durante 30 min. Se contd el nUmero de empinamiedtoante tres intervalos de 3 minutos para
cada animal y se obtuvo la mejor curva de ajustelésine como la curva de habituacion).

2.5.2. Modelo de isquemi&eperfusion focal en retina de ratas

2.5.2.1. Animales
Las ratas fueron obtenidas del Centro de CuidadAmnimales del Campus de Ribeirdo Preto,
Universidad de S&o Paulo (USP). Los animales fuarantenidos bajo condiciones estandares
de laboratorio (humedad 60%, 22 @ y ciclo de luz/oscuridad de 12h), con accesce lior
comida y agua. Todos los procedimientos fueromnalle¢ a cabo en correspondencia con las

guias de la USP y la Directiva del Consejo de Codades Europeas del 24 de noviembre de
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1986 (86/609/EEC) para la experimentacién animal.

2.5.2.2. Procedimiento quirargico
La isquemia/reperfusién en retinas de ratas fuedidad siguiendo un procedimiento descrito
previamente con algunas modificaciofi€s.Las ratas machos Wistar con un peso de 250-300 g
en el momento de la cirugia (n=5 por grupo) fueanastesiadas con uretano a 450 mg/Kg via
i.p. (Acrds Organic, EEUU¥®y luego se canulé la camara anterior del ojo iqgld con una
aguja de calibre 27G conectada con un manOmetm,bomba y un reservorio de aire. La
presion intraocular (P1O) se elevo hasta 120 mmitgrite 45 min. A continuacion la aguja fue
retirada, y la PIO fue normalizada durante un pkride 15 min de reperfusion. El farmaco fue
inyectado intraocularmente 15 min antes del dafuoéisiico a 0,5 pL/min con una bomba de
infusién (Insight Ltd., Ribeirdo Preto, Sao Paul@adil). Las retinas de los ojos derechos no
fueron manipuladas y sirvieron como controles s&no30).

2.5.2.3. Evaluacién histoldgica
Después del periodo de reperfusiéon, los animalesoffusacrificados, y ambos ojos fueron
rapidamente removidos, colocados en una solucidijag&n (25,5 mL de etanol 80%, 3 mL de
formaldehido 37% y 1,5 mL de acido acético glacgd)y 24 h y transferidos a etanol 80%
durante otros cuatro di&S. Las retinas obtenidas fueron deshidratadas sei@lmeate en
etanol y xilol, y embebidas en parafina. Luego dnecortadas en secciones de 5 pm a partir de
aproximadamente 1 mm del nervio éptico, y tefiidasleematoxilina y eosina. Para cada grupo
experimental, fueron fotografiados cinco camposrosiopicos (400x de aumento) de una
seccion sagital por cada retina usando una camigitald(DFC300 FX) acoplada a un

microscopio 6ptico (DM 5000 B, software Q-Win, amlute Leica Microsystems, Alemania). El
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numero de células viables fue contado manualmenéreas establecidas (200 um x 50 um) de
la capa nuclear interna (CNI) usando el programagkd 1.41 (INS, EEUU). Las células que
mostraron atrofia, picnosis nuclear, coloracionuesadel citoplasma o espacios circundantes
vacios se consideraron dafadas. Los resultadognfepresados como porciento respecto al
namero de células viables en las retinas controles.
2.5.3. Modelo de penumbra isquémica por hipoperfusion cetwal aguda en ratas

2.5.3.1. Animales y disefio experimental
Las ratas Wistar machos (250-300 g) (CENPALAB, Lab&ha, Cuba) se mantuvieron bajo
condiciones estandares de laboratorio (60% hume&fad,1 °C, y 12h de ciclo luz/oscuridad)
con libre acceso a agua y comida. Los procedinsesgaaprobaron por el comité institucional de
ética de acuerdo con la directiva del Consejo dedimunidad Europea del 24 de noviembre de
1986 (86/609/EEC) y las orientaciones ARRIVE (aeflés: “Animals in Research: Reporting In
Vivo Experiments”) para la experimentacién aniffal. Los animales se dividieron
aleatoriamente en los siguientes grupos: a) conttas ACCs solo se expusieron
quirargicamente, sin ligadura; b) OPACC (oclusidatbral permanente de las arterias carétidas
comunes) vehiculo: animales sujetos a OPACC ydostaon soluciéon NaCl 0,9% via i.p. por 30
min, 1, 3y 6 h después de la cirugia ¢) animalgstas a OPACC y tratados con FCB 47 o0 213
Hag/Kg, o con C-FC 8 mg/Kg por via i.p. siguienday@émo esquema terapéutico. Estas dosis
acumulativas fueron igualmente subdivididas panmaiaidtrar la misma cantidad de farmaco
cada vez y alcanzar la dosis final después deaimgtecciones.

2.5.3.2. Procedimiento quirargico

La hipoperfusién cerebral se indujo segiin se dgiécpreviamenté” Brevemente, las ratas
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fueron anestesiadas intraperitonealmente con 33Kgrde hidrato cloral. La OPACC se realizd
a través de dos ligaduras permanentes en las AQCKilo de sutura 5-0 y el posterior corte en
el centro de ambos puntos ligados. La temperatugzocal durante la cirugia se mantuvo a 37 +
0,5 °C con una manta de calentamiento. Los animalesasdfisaron por decapitacion 24 h
después de la oclusion y sus bulbos olfatoriosgbedos, estriados, cortezas cerebrales e
hipocampos, fueron rapidamente removidos. La carterebral se dividid en dos secciones
(anterior y posterior) en relacién al bregma, mranalisis de expresion de ge&s.

2.5.3.3. Microarreglo de ADN
Los perfiles de expresion de ARNm en la cortezalwat anterior fue realizado por Cogentech
Consortium for Genomic Technologies (Milano, Itpliatilizando el chip de Affymetrix
GeneChip Rat Gene ST 1.1, segun los protocolofatidgtante. La extraccion de los datos y el
control de calidad inicial se realizaron utilizarids paquetes Bioconductot- Las intensidades
de las sefiales se normalizaron usando RMA (deésndgRobust_Multi-array Average”). El
analisis estadistico de los genes expresados mlifabmente entre las ratas isquémicas tratadas
con FCB y las tratadas con el vehiculo se llevamaisando el método de Rango de Productos
implementado en el paquete RankPTdJn valor de q < 1,05 y cambios superiores a 1¢gve
se usaron para identificar genes diferencialmexpeesados. El analisis de la ontologia genética
(GO) relacionada con los fenotipos de genes, $6 Becabo usando Gorilla para cada lista de
genes con expresiéon aumentada o dismintiftiaos procesos biolégicas se presentan como

mapa de jerarquia utilizando la herramienta dealigacion REVIGO™*
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2.5.3.4. Expresion de genes por Reaccion en Cadena de laiR@rasa cuantitativa
en Tiempo Real

Las regiones cerebrales removidas después dednasia de los animales (n=3 por grupos) se
preservaron en buffer RNAlater® (Ambion Inc., AgaliBiosystems, Foster City, CA, EEUU),
se almacenaron a -2 hasta la homogenizacién y la extraccién del ARfltpor TRIzol
(Invitrogen, San Diego, CA, EEUU). A partir de 1 dg ARN, la sintesis de ADNc se llevo a
cabo utilizando el High Capacity cDNA Archive Kiagplied Biosystems, Foster City, CA,
EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricami®. Reaccion en Cadena de la Polimerasa
cuantitativa en Tiempo Real (del inglés: “quanit@atReal_Time Polymerase Chain Reaction”,
gRT-PCR) se realiz6 utilizando tres réplicas par. geodos los pasos técnicos se efectuaron de
acuerdo a las recomendaciones MIQE (del inglés:nitital Information for Publication of
Quantitative RT-PCR Experimentsy> Los cebadores especificos de cada gen se disefiaron
medio de una busquedasilico con el algoritmo de alineamiento BLAST (Anexo Xeyusaron
a 300 mM (Metabion, Martinsried, Alemania). Comstaima de deteccion se uso el Fast SYBR
Green PCR Master Mix en el instrumento de gRT-PGghtLCycler 480 (Roche Applied
Science, Mannheim, Alemani&f Las reacciones controles con agua doblementelatisti
resultaron negativas para los genes seleccionagdssdatos se calcularon como unidades de
expresion normalizada media con el software Q-G&teé® usando el gen peptidil-prolil cis
isomerasa ARPIA, también conocida como ciclofilina A) como refesieno normalizador para
la cuantificacion relativa® Los resultados se muestran como porciento respaEcigrupo

control.
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2.5.3.5. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo
Se utilizaron 5 animales por grupo para las detaanes bioquimicas a las 24 h después de la
cirugia. Las muestras de sangre se tomaron porigmuoardiaca en los animales anestesiados
gue luego fueron perfundidos con solucién salina & 0,9%. El suero se obtuvo por
procedimientos estandares y almacenados 8GHasta su uso. La homogenizacién cerebral se
llevo a cabo colocando cada tejido cerebral engwu®omicrcentrifuga que contenian balines de
acero de 4 mm y 2 mL de tampon 0,1 M KCI/5 mM Hista (pH 7,3). El tejido se homogenizo
en un dispositivo Tissue Lyser Il (Qiagen, CA, EBUBI homogenado se centrifugd por 10 min
a 10 000 x g a 4C, y el sobrenadante se almacené a %7@asta su uso. El contenido total de
proteinas se determind por el método de Bradfomhds como patrén la BSA® Los
biomarcadores de estrés oxidativo se determinamnoal esuero y en los homogenados de las
regiones cerebrales por medio de un espectrofotomiet0 UV/VIS (PG Instruments Ltd,
Wibtoft, Reino Unido).
El MDA se determiné como marcador de la POL (kiO-886, Calbiochem, La Jolla, EEUU)
por medio de una reaccién colorimétrica con N-rtfenilindol a 45°C por 40 min de
incubacién y midiendo el producto estable a 586 Rara la determinacion del potencial de
peroxidaciéon (PP) las muestras se incubaron com2dm CuSQ a 37°C por 24 h. El PP se
estimo por medio de la diferencia entre el conteiel MDA a las 24 y 0 h, y se expreso en uM
para el suero y pM/mg de proteinas para los honamigende las regiones cerebrafés.
La actividad SOD (EC 1.15.1.1) se determin6 porimeeé un kit comercial (Cat. No. SD 125,
Randox Labs, Crumlin, Reino Unido), donde la xamtinla xantina oxidasa se usaron para

generar el radical anién superéxido{®, que reacciona con el cloruro de 2-(4-iodopheByl)
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(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium (INT) para famel colorante rojo formazan. La actividad
SOD de la muestra se expreso de acuerdo al gradiiécion de esta reaccion. La actividad
CAT (EC 1.11.1.6) se determino siguiendo la desasigpn del HO, a 240 nm por intervalos
de 10 s durante 1 mfii*
2.5.3.6. Determinacion de citocinas por Bio-Plex®

Los niveles séricos de citocinas se determinaronriphicado usando un instrumento Bio-Plex®
dual laser (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) con kits ehsayos especificos (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EEUU) para CXCL2, ICAM-1, ILBl TNF-« y VEGFA (Cat. No. LUR525,
LUR583, LUR501, LUR510, LUR564, respectivamente, atuerdo a las instrucciones del
fabricante.

2.5.3.7.Evaluacion histologica
Luego de 30 dias post-cirugia, las ratas (n=5 pgra fueron anestesiadas con hidrato de cloral
350 mg/Kg i.p. y sometidas a una perfusion cardiaca NaCl 0,9% seguida por
paraformaldehido al 4% (en PBS 0,1 M, pH 7,4). teebros fueron removidos y post-fijados,
deshidratados y embebidos en parafina. Se obtuvmdes coronales de 5 um de espesor en la
coordenada -3,3 mm respecto a brediia; tefiidas con hematoxilina-eosina siguiendo un
procedimiento estandar. Las imagenes digitaleofuebtenidas de las regiones del hipocampo
con una camara Canon Power Shot G5 (Japon) acoplasgleamicroscopio Optico Carl Zeiss
(Alemania). Se consider6 como neurona viable alkgueon ndcleos de forma redondeada u
ovalada definida, sin mostrar reduccién del sonelema circundanfé? Se realizé un conteo
neuronal usando el programa ImageJ 1.41 (INS, EEEb)areas definidas para CA-1, -2, -4

(300 x 100 pm) y CA-3 (300 x 250 pum, largo x anctie)manera bilateral (en el hipocampo de

50



MATERIALES Y METODOS

ambos hemisferios cerebrales), y se calcularowvadtmes medios para determinar el porciento
de neuronas viables respecto al grupo control.
2.5.4. Modelo de isquemia/reperfusion cerebral focal induda por endotelina-1 en ratas
2.5.4.1. Animales y disefio experimental
Las ratas Wistar machos (250-350 g) fueron obtenidh Centro de Cuidado de Animales del
Campus de Ribeirdo Preto, Universidad de Sado Ral$#). Los animales fueron mantenidos
bajo condiciones estandares de laboratorio (hume@g 22 + 1°C y ciclo de luz/oscuridad de
12h), con acceso libre a comida y agua. Todos losepimientos fueron llevados a cabo en
correspondencia con las guias de la USP y la Dieedel Consejo de Comunidades Europeas
del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC) para [e®@xentacion animal. Las ratas fueron
divididas aleatoriamente en los grupos experimestaliguientes: a) control: animales con
inyeccion intracerebral de solucién salina 0,9%ugar de endotelina-1 (ET-1); b) I/R vehiculo:
animales inyectados con ET-1 intracerebralmentatados con solucion salina 0,9% i.p. a los
30 min, 1, 3, y 6 h post-cirugia; c) animales awyetcion intracerebral de ET-1 y tratados con
C-FC a dosis acumulativas de 2,5; 5 y 10 mg/Kgsiguiendo el mismo esquema terapéutico.
2.5.4.2. Procedimiento quirargico
El procedimiento se sigui6 a partir de un repor&vip con algunas modificacion&S.Las ratas
fueron anestesiadas por via i.p. con una combinad® ketamina 80 mg/Kg y xilacina 8
mg/Kg?**y colocadas posteriormente en un marco estereot&3e realizé una incisién en linea
recta en la parte superior media de la piel endelacraneo, removiendo cuidadosamente el
periostio. La superficie 6sea expuesta fue entolmogsada con HO, 3% y gasa estéril. A partir

de la localizacion de bregma, se realiz6 una paefon del craneo e insercion de la aguja de
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inyeccion 27G en la vecindad de la Arteria Cerebfatlia usando las coordenadas siguientes:
0,2 (antero-posterior), +5,2 (lateral), -8,0 (vahtf*® La ET-1 a 600 pmol fue inyectada
lentamente (1 pL/min) con una bomba de infusiorsidimt Ltd., Ribeirdo Preto, Sao Paulo
Brasil), usando una jeringuilla Hamilton (Sigma-Atth, EEUU) conectada a la canula de
inyeccion mediante un fino tubo de plastico. Lautarse retird del parénquima cerebral luego de
cinco minutos a partir de la inyeccion de ET-1ayplel fue suturada con hilo de seda 4-0. La
temperatura rectal de las ratas se mantuvo en035°€ usando una l&mpara incandescente.

2.5.4.3. Evaluacién neurolégica
Luego de 24 h posteriores a la cirugia, se midigesb corporal y a continuacion, se determino
el estado neurolégico de las ratas mediante eldesta escala reportada por Garcia y cols.
(1995)?*° Esta escala se basa en la sumatoria de la puinu@gil, 2, 3) de seis parametros para
un maximo total de 18 puntos: a) actividad locommtespontéanea; b) simetria motora de las
cuatro extremidades; c) extension de las patasiteedess; d) fuerza de agarre a una rejilla; e)
sensibilidad propioceptiva corporal; f) respuestdas vibrisas al roce. Una menor escala indica
un mayor déficit neuroldgico.

2.5.4.4. Determinacion del volumen de infarto
El volumen de infarto se determiné empleando laitécde tincién con TTE* Un dia después
de la cirugia, las ratas (n=5 para los grupos obmtrtratados con C-FC; n=9 para ET-1 +
vehiculo) fueron anestesiadas (ketamina 80 mg/kgixia 8 mg/Kg i.p.) y sometidas a
perfusion cardiaca con solucién salina al 0,9%. fAacontinuacion se les extrajeron sus
cerebros, los cuales fueron congelados por 20amin20°C y se seccionaron en seis cortes

coronales de 2 mm de espesor (rostral a caudad)chdes de cerebro se incubaron durante 30
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min en una solucién de TTC al 2% (en PBS 0,1 M pH & 37 °C y se fijaron por inmersién en
una solucién de paraformaldehido 4% durante 48sh@#{C. Las secciones fueron escaneadas
(Hewlett Packard HP Scanjet G2710, EEUU), y andigamediante el programa ImageJ 1.41
(INS, EEUU). La medicion del area de infarto catig subcortical (zonas no tefidas) se realizo
por cada seccion coronal. El volumen de infartoquoote coronal se determind multiplicando el
area de infarto total por el grosor del corte (2)mynla sumatoria de las seis secciones como
volumen de infarto total. Se calculo un factor dereccion para eliminar el efecto del edema,
dividiendo el volumen del hemisferio ipsilaterabe® el hemisferio contralateral a la inyeccion
de ET-1. El volumen de infarto reportado corresgoatl resultado de dividir el volumen de
infarto total calculado entre el factor de corrénailel edema?’

2.5.4.5. Evaluacion histoquimica
A las 24 horas post-cirugia, las ratas (n=5 palagdos grupos) fueron anestesiadas (ketamina
80 mg/Kg/xilacina 8 mg/Kg i.p.) y sometidas a psifun cardiaca con solucion salina al 0,9%
fria. A continuacion se les extrajeron sus cerelgres congelaron en una mezcla de isopentano
(Sidma-Aldrich, EEUU) con hielo seco, y se mantmwiea — 7°C hasta su uso. Se realizaron
cortes secuenciales (20 pm) en la regién de -3,6respecto a bregnfa’ en un criostato (CM
1850, Leica Microsystems, Alemania) con empleo @sule-Tek OCT (Sakura Finetek, EEUU)
a — 20°C. Las laminas con 3 cortes secuenciales permaoacteda la noche a 3%C. A
continuacion, se utilizaron dos laminas por anippala realizar la tincion con dihidroetidio
(DHE) (Cat. No. D1168, Invitrogen, Molecular PropeSEUU), marcador fluorescente
especifico para el #, y la inmunofluorescencia contra la subunidad NO¥2 la enzima

NADPH oxidasa, respectivamente. Siguiendo un podtopreviamente descrit§® el DHE a 2
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UM (en PBS 0,1 M pH 7,4) fue incubado con las la@asinonteniendo los cortes histolégicos
cerebrales en una estufa a7 por 30 min, protegidas de la luz, y luego fuelaradas dos
veces con PBS 0,1 M pH 7,4 y cubiertas con mediondetaje (S302380-2, Dako do Brasil
Ltda., Sao Paulo, Brasil) para su observacion.

Las laminas conteniendo secciones coronales adgacartas usadas con el DHE, fueron fijadas
en metanol (previamente enfriado) seguido por paraldehido 4%, a temperatura ambiente
durante 10 min cada uno, y 3 lavados de 5 min d@8 B,1 M pH 7,4. A continuacién se
bloquearon con una solucion de BSA 3% / Tween®,3860en PBS) por 30 min, a temperatura
ambiente. La incubacion con el anticuerpo primanticlonal de conejo anti-NOX2/gp91phox
(ab31092, Abcam, EEUU), dilucién 1:250 (en la missoducion de bloqueo), durante toda la
noche a 4C, fue seguida por dos lavados con PBS 0,1 M d&5lm sefial fue revelada con un
anticuerpo secundario fluorescente Alexa Fluor® 488-1gG (H+L) de conejo (Molecular
Probes, Life Technologies, EEUU), dilucion 1:10e6 £BS 0,1 M pH 7,4), durante tres horas a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Lasrnasfueron cubiertas con medio de montaje
(S302380-2, Dako do Brasil Ltda., Sao Paulo, Byasita su observacion.

En el hemisferio ipsilateral a la inyeccién de [BE fueron fotografiados tres areas de interés
en la corteza cerebral a un aumento de 200x (HL, ¥ Par2, del inglés: “hindlimb, parietal 1 y
parietal 2")**° usando una cémara digital (DFC300 FX) acopladonamicroscopio de
fluorescencia (DM 5000 B, software Q-Win, ambos lggca Microsystems, Alemania). Se
realizdo un andlisis densitométrico de la intensidadla fluorescencia emitida en cada corte

usando el ImageJ 1.41 (INS, EEUU) y se determinéné&ia del grupo. Los resultados se

muestran como el porciento de intensidad respécionérol (fluorescencia relativa).
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2.6. Analisis estadistico

El programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software EEUU) fue usado para el analisis
estadistico. Los resultados se expresaron comoantedirror Estandar de la Media (E.E.M.).
Para todos los datos obtenidos se verificO inicéalt@ la normalidad con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. A partir del resultado, se agion diferentes pruebas de comparacién de
medias, paramétricas (andlisis de varianza defick®dn simple [ANOVA], seguido de la
prueba de Newman-Keuls de comparaciones mdultiplep gparamétricas (test de rangos de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn’s).aBblisis de supervivencia en gerbos de
Mongolia se realizé6 con el método de Kaplan-Méfedurante los siete dias posteriores a la
cirugia, y las curvas de supervivencia obtenidasogepararon mediante la prueba de “Log-
Rank”. Se realizé un andlisis de regresion lineahpcomparar las pendientes de las curvas de
habituacion en los gerbos de Mongolia. Se congideradiferencias estadisticamente

significativas los valores de p<0,05.
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3. RESULTADOS
3.1. Efecto protector de la C-FC en mitocondrias de ceteo de rata frente al C&*/Pi

En el siguiente conjunto de experimentos se evalabecto de la C-FC sobre la TPM mediante
la estimacion del hinchamiento de las MCRs indugidnC&" y fosfato inorganico (Pi), como
ha sido reportado previamert8. Las comparaciones entre la disminucién inicial lde
pendientes de las absorbancias a 540 nm revelamlagC-FC previno la TPM en un rango bajo
de concentracion micromolar (Fig. 2A). Esto sugigue la inhibicion de la TPM esta
involucrada en los mecanismos responsables deféasos neuroprotectores de la C-FC. La
TPM ha sido relacionada con el incremento en logles de EROs en la mitocondria de
cerebrc®® Nuestros resultados mostraron que la sobrecargazadedesencadené un aumento
significativo en los niveles de EROs en MCRs (2B), y que el pre-tratamiento con C-FC
previno este efecto. Para evaluar el efecto def&C@n la disipacion de\¥ promovida por el
cd”, las MCRs fueron pre-incubadas con C-FC 30 pMapooximadamente 10 min, y luego se
afiadi6 100 pM de Ga (Fig. 2C). La sobrecarga de aprodujo la disipacién de
aproximadamente el 30% delV, la cual fue contrarrestada de manera efectiva gbor
tratamiento ya sea con C-FC o con el inhibidorictage la TPM, la ciclosporina A (Fig. 2C).
La liberacién de citocromo c de la mitocondria jaem papel importante en la muerte celéar.
Se empled la técnica d#lestern blot para detectar el citocromo c libre en el sobrenteda
obtenido luego de los experimentos de hinchamiéhig. 2D). La sobrecarga de €& Pi
provocé una liberacion sustancial de citocromo &@Rs, la cual fue prevenida por la C-FC a
bajas concentraciones micromolares. El efecto dé-FEC fue significativamente superior al

obtenido para el antioxidante Trolox.
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3.2. Inhibicién de la reaccién de Fenton en presencia da C-FC
En la presente investigacion evaluamos el efecta @&FC sobre la reaccion de Fenton usando
un dispositivo electroquimicd® En la Fig. 3 se puede observar el voltamogramiicaique
representa el proceso redox (ecuacién 1, traze &&i-EDTA a FE'-EDTA (ganancia de 1
electron).
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Fig. 2 (pie de figura en la pagina siguiente).
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Fig. 2 (pagina anterior). Efecto de la C-FC en mitocondrias de cerebrosatie (MCRSs) frente al dafio
inducido por C&/Pi. (A) Hinchamiento mitocondrial. Las MCRs (1 mg/mL) foempre-incubadas por 5
min a 30°C con C-FC en MEI con 5 mM de succinato y 2 uMmote seguido por la adicion de 100 pM
CaCl (C&") por otro min. Luego se afiadi6 3 mM KO, (Pi) a la suspension mitocondrial, y la
absorbancia fue monitoreada a 540 nm por 10 mincdepard el grado de hinchamiento por la
pendiente de la disminucién de la absorbancia €piioneros 5 min posteriores de la adicion d€Bi.
Niveles de EROs mitocondriales. Las MCRs (1 mg/foeyon incubadas por 5 min a 3D en MEI méas
C-FC, 5 mM succinato, 2 uM rotenona, 3 mM @, (Pi) y 2 uM HDCFDA, y luego se inici6 el
monitoreo de la fluorescencia. Después de 5 miafiadié 100 uM Cag(C&*) a la suspension, la cual
fue monitoreada durante otros 10 min. Las companasi entre las intensidades de fluorescencia se
realizaron en este punto respecto al inicial (diferas).(C) Potencial de membrana mitocondrial).

Se muestran los efectos en ausencia o presen8ia sl C-FC, en presencia de 1 uM de ciclosporina A
(CsA), y el % de disipacion daW después de afadir €4flecha). Los valores d&¥ antes y después de
la adicion de CA para los grupos sin aditivos, C-FC y CsA, en mMron: —154,06 + 4,43 y —108,90 £
3,14;,-153,49 + 2,81 y -143,96 +17;-159,52 + 4,12 y -153,83 +Z%, respectivamente. El TPR 0,5

KM se adicion6 secuencialmente (indicado por flscka MEI (con 5 mM succinato y 2 uM rotenona)
hasta alcanzar una concentracion final de 1,5 pivpresencia o ausencia de aditivos (C-FC o CsA).
Posteriormente se afiadié las MCRs (2 mg/mL) y lu#g6 uM CaGl (C&™). (D) Liberacion de
citocromo c¢ (cit ¢) mitocondrial. Se muestran Westblots representativos y la densitometria del
citocromo c libre obtenido después de la incubadiénas MCRs en las condiciones de hinchamiento.
Los resultados estan presentados como media + E.@eMres experimentos independientes. Letras
diferentes: p<0.05 de acuerdo a las pruebas de ANYNewman-Keuls.

Fig. 3. Efectos de la C-FC sobre la reaccién de
Fenton. Se muestran voltamogramas ciclicos de la
oxidacién-reduccion reversible de*FEDTA/Fe*-
EDTA (trazo a, Ecuacion (1)) y la reaccion
electrolitica entre F&EDTA y H,O, en ausencia
(trazo b, Ecuacion (2)) y en presencia de 0,38 mM
C-FC (trazo c). Las soluciones contenian 100 mM
KCl, 0,1 mM Fé-EDTA y 100 mM &cido
cloroacético (pH 3,3). Los voltamogramas ciclicos
fueron realizados en ausencia de @ediante el

. uso previo de un purgador de nitrdgeno), a una
NI PO VLN B velocidad de barrido de 100 mV/s, y con un
o electrodo de carbén vidrioso (area 0,0314%)cm
como electrodo de trabajo. Se muestra un trazado
representativo de tres experimentos independientes.

Fe*-EDTA + e * Fe?*-EDTA (1)

Fe?*-EDTA +H,0, — Fe**-EDTA+ OH +OH" (2)
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El trazo b muestra el comportamiento de esa rela&idresencia de 4 mvLE,, observandose
un aumento sustancial en la corriente catodicaede$glA hasta aproximadamente -1&\
(punta de flecha), pero no en la corriente anodisto indica que ocurrié una catélisis similar a
la reaccion de Fenton (ecuacién 2). La presenci@-&€ redujo la corriente catodica hasta -8
uA (trazo c), lo cual representa la inhibicion decxpmadamente un 55% de la reaccion de
Fenton.

3.3. Evaluacion del efecto de la C-FC y FCB en lineaslatares de origen neuronal
La Fig. 4 muestra una disminucion significativa aleededor de un 60% en la capacidad
reductora del MTT de las células PC12 expuesta@0auM de HO, o 40 mM de glutamato.
Cuando el pre-tratamiento con C-FC o FCB fue segpit la co-incubacion del producto en
presencia de estos neurotoxicos, se previno laa@ida reduccién del MTT de forma dosis-
dependiente y en un rango bajo de concentracitkaeS-FC a 400 u 800 pg/mL, y la FCB a 10
o 5 uM, restauraron completamente esta capacidiadtora de las células comparable al control
sin dafio para el #, o el glutamato, respectivamente y no mostraronmadeninguin efecto
toxico sobre las células. Este resultado demuepie ambos compuestos (la C-FC y su
cromoforo, la FCB) son neuroprotectores en céel#@42 sometidas a un dafio oxidativo o
excitotoxico, eventos involucrados en la cascadpémica cerebral. A continuacion, se
muestran resultados obtenidos en otra linea deromguronal, las SH-SY5Y (neuroblastoma
humano), frente al dafio oxidativo provocado pohidtoperoxido de ter-butilot-BOOH). La
viabilidad de las células SH-SY5Y fue significativente reducida después de ser expuestas al
BOOH, mientras que el pre-tratamiento con C-FCdamaz de prevenir este efecto (Fig. 5). La

C-FC a 50 puM previno casi completamente la reducd® la viabilidad celular y no evidencio

59



RESULTADOS

efectos citotoxicos, demostrando la seguridad delpuesto. Este resultado demuestra que la C-
FC ejerce un efecto protector frente al dafio okidateurotoxico inducido por éiBOOH. Se
empled, ademas al Trolox, un andlogo de la vitantinagoluble en agua, como control
antioxidante, para demostrar que las EROs juegapapel esencial en la citotoxicidad del
BOOH en células SH-SY5%y que el efecto de la C-FC es superior al derastécula.
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Fig. 4 (pi de figura en la pagina siguiente).
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Fig. 4 (pagina anterior) Efecto de la C-FC y FCB sobre la capacidad redaael MTT (indicativa de

la viabilidad celular) de la linea neuronal PC18) y (B) Exposicion de las PC12 a diferentes
concentraciones de,B, o glutamato por 24 h, respectivamente. Los pargpsentes muestran las
PC12 expuestas a 200 pM@®4 o 40 mM glutamato y tratadas con C-FC, D) o FCB E, F). Las
células (2 x 18pozo) fueron pre-tratadas con diferentes dosiesleandidatos farmacoldgicos por 24 h
y luego remplazadas con medio fresco conteniendpraducto y los neurotéxicos, o el producto
solamente. El control se traté con el medio siradi§vos. Los datos se expresan como media + E.E.M
de tres experimentos independientes. Letras dikeseindican diferencias significativas (p<0,05)
(Kruscal-Wallis + Dunn).

>
W

a 100+

~ =
[ =3
~1
h
1

wn
e

Viabilidad celular
(% del control)
Viabilidad celular

(% del control)

N
!

]

T T T T T T v
Control 5 10 25 50 75 Control + + + + + = + = t-BOOH (25 uM)

t-BOOH (uM) - 5 15 25 50 50 - - C-FC (uM)
+ +  Trolox (500 uM)

Fig. 5. Efecto protector de la C-FC contra el dafio oxidagn células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y. (A) Viabilidad de las células expuestas a diferendesentraciones de hidroperéxido de ter-butilo
(t-BOOH) por 6 h(B) Efectos del pre-tratamiento con C-FC por 24 h islegpor la co-incubacion con
25 uM det-BOOH por 6 h. El Trolox (500 uM) se empleé comatcol antioxidante. La viabilidad
celular fue estimada por el ensayo de reducciérivddl y expresada como porciento del control. Los
resultados estan presentados como media + E.E.Mtrede experimentos independientes. Letras
diferentes: p<0,05 (ANOVA + Newman-Keuls).
3.4. Evaluacion del efecto de la C-FC y FCB en modelogianales de isquemia cerebral
y los mecanismos moleculares involucrados
3.4.1.Efecto neuroprotector de la C-FC frente a la isquem/reperfusion cerebral
global en gerbos de Mongolia

El pre-tratamiento con C-kgs,(200 mg/Kg, oral, grupo I) durante siete dias congeos antes

de la isquemia produjo una reduccion significamda puntuacion neuroldgica en comparacion
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con el grupo I/R vehiculo 24 h después de la rap&nm. Asimismo, la C-Ffgy, administrada
por via intraperitoneal después de la isquemiaglpgoducir una disminucion dosis-dependiente
de la puntuacion del déficit clinico, con una legyeeduccion en el grupo tratado a 50 mg/Kg
(grupo 1), pero una disminucion significativa evs lanimales tratados con 75 y 100 mg/Kg
(grupos 1l y 1V, respectivamente) (Fig. 6A). Elugo control no mostré0 ningun signo

neurologico de isquemia.

100 —e— Control
-=- I/R vehiculo
=
6 ; e g0 -1

S ] El IR vehiculo § 80 g .
& 5 i =1 z + _ . om
£ 4 # Do 2 6 =24 o v
2 A = m 2
g 3 = v s
2 £ 4 ]
2
- i =
E ' £ 20
& ol

T T T T T =

0 T T T T T T
Grupos experimentales 0 1 2 3 4 5 6 7

Dias después de la cirugia

Fig. 6. Efecto de la C-F&, sobre el grado de deterioro clinico después dba 24l dafio isquémico
cerebral(A) y sobre la sobrevivencia de los gerbos durantdag posteriores a la cirug{8). Los
nameros romanos (I-1V) indican las dosis y esquedeagatamiento segln se describen en Materiales y
Métodos. ###p<0,001 en relacién a I/R vehiculo €pbas de Kruskal Wallis + Dunns); *p<0,05
comparado con el control, #p<0,05 comparado cdiRealehiculo (test Log-Rank).

Las curvas de sobrevivencia obtenidas mostraronefjuggrupo control no sufri6 mortalidad
alguna. Sin embargo, el grupo I/R vehiculo mostra sobrevivencia de solo el 37,1% al cabo
de siete dias, mientras que el tratamiento Gufr@gré aumentarla de manera apreciable
(grupos I, II, 1l y IV hasta 63,3; 51,3; 61,5 y%5 respectivamente) (Fig. 6B). Por otro lado,

todos los animales del grupo I/R vehiculo mostragrandes areas infartadas, tanto corticales

como subcorticales (Fig. 7A).
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Fig. 7 (pie de figura en la pagina siguiente).
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Fig. 7 (pagina anterior). Efecto de la C-F¢g,sobre el infarto cerebral 24 h después de la negiérf.
(A) Secciones cerebrales representativas, teflida$ 0rde los grupos control, I/R vehiculo y tratados
con C-FGy, Los numeros romanos (I-IV) indican las dosis guesnas de tratamiento seguin se
describen en Materiales y Métodos. Las areas @esbde coloracion blanca indican tejido infarteglo.
grupo control no mostré areas isquémid®y. Distribucion rostrocaudal de las areas infartaglash
secciones coronales de cerebro de 2 mm de espe¥&folumen de infarto por grupos experimentales.
*p<0,05 y ***p<0,001 vs. I/R vehiculo (ANOVA + Newan-Keuls).

El grupo control no mostré tejido isquémico. La austracion de C-Fgyy, fue capaz de reducir

el &rea de infarto total en los gerbos tratadaduyendo una disminucion significativa en todas
las secciones de cerebro en el grupo profila¢t)cp el grupo terapéutico de 100 mg/ Kg (grupo
IV), como se muestra en el panel B de la Fig. ihalfmente, la C-Fggy, redujo
significativamente el volumen del infarto cerebeal el grupo profilactico hasta un 4,3%, y de
una manera dependiente de la dosis en los grupgeeteicos, hasta 17,2%, 12% y 8% para 50,
75y 100 mg/Kg, respectivamente, muy por debajgadgo I/R vehiculo (26,6%) (Fig. 7C).

La Fig. 8A muestra que 10 min de interrupcion deCHglobal en los gerbos, seguida de siete
dias de reperfusiéon, produjo una pérdida neuroigifeativa en todas las regiones del
hipocampo. El tratamiento profilactico con Cdgfefue capaz de prevenir casi completamente la
pérdida de neuronas en las regiones CA-2, CA-3 y4CAnientras que los regimenes
terapéuticos restablecieron las lineas de célutasnplales en dichas regiones hipocampales
(Fig. 8B, C). Para demostrar que la C-Ficocianimaleprincipio activo responsable del efecto
neuroprotector observado con la Cskt se evaluaron dosis equivalentes de Go#G/
C-FC.g0% sobre el volumen de infarto cerebral. La Fig. 9estta que ambos productos
disminuyen de manera similar el volumen de infartias 24 h después de la I/Ra Fig. 10
muestra el establecimiento de un estrés oxida@viesy cerebral 24 h después de la I/R en los

gerbos tratados solo con el vehiculo, dado ponareimento de MDA, de FRAP, y del PP.
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El tratamiento oral por siete dias consecutivos CeRGsoy antes de la I/R, redujo de manera
significativa estos paradmetros de dafo oxidativbotan suero como en cerebro. Esto confirma
gue la capacidad antioxidante de la C-FC formaepdetlos mecanismos que median su accion
neuroprotectora frente a la IC.

La actividad locomotora (Fig. 11A) y la progresism empinamientos en el tiempo (habituacion)
(Fig. 11B) fueron similares en todos los gruposeeixpentales antes de la I/R. Sin embargo,
siete dias después de la I/R se produce un incterearia locomocion caracteristica de este tipo
de dafio en los gerbos tratados solo con el vehituld compararlos con los controles (Fig.
11A). Por otro lado, el dafio isquémico induce adema incremento en el numero de
empinamientos (pendiente positiva), indicativoaldificultad del animal dafiado para habituarse
al entorno (Fig. 11C, grupo I/R vehiculo). La hgmividad se redujo de forma significativa
(alrededor de un 30%) en los animales tratadodlfctifamente durante siete dias con 200
mg/Kg de C-F&o(Fig. 11A). También hubo una mejor adaptaciéon deses su entorno,
dado por una disminucion en la progresion de empirtos (pendiente negativa), similar al

grupo control (Fig. 11C).

Fig. 8 (pagina siguiente) Evaluacion histolégica (tincion con hematoxilinasima) de los efectos del
tratamiento con C-Fg, Los paneles muestraff) Fotos representativas (barra = 500); (B) Andlisis
morfométrico de las regiones del hipocampo de limales pertenecientes a los grupos control, I/R
vehiculo, y tratados con C-kfa los 7 dias después de la cirugia. Los rectangullisan las regiones
del hipocampo definidas para el conteo celyla). Microfotografias representativas (barra =50) de

la region CA-3 hipocampal, incluyendo simbolos dngican neuronas viables (cabezas de flecha) y
vacuolizacion (asteriscos). ***p<0,001 vs. contrd##p<0,001 vs. I/R vehiculo dentro de las respasti
secciones hipocampales (ANOVA + Newman-Keuls).

65



RESULTADOS

Control

2 s
£ 1001 o i ————
E

7 -

g ,E, 754 st

s 2 ot

10 Py

£z s

RN ey H.

o~ 25 e

<

: RE00D LmEOL
z o=

CAl CA2 CA3 CA4
3 Control = Areas hipocampales
/R vehiculo B3 111
=} = v

Fig. 8 (pie de figura en la pagina anterior).
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Fig. 9. Evaluacion del efecto de la C-Ficocianina con difées grados de pureza sobre el infarto
cerebral. A) SDS-PAGE (tincién con Azul Brillante de Coomassil®) C-Ficocianina obtenida de
Biodelta Ltd. (Sudafrica) con un 30% de pureza (@Golp) o (B) después de su purificacién por
intercambio i6nico con mas de 90% de pureza (gofCLinea 1: marcador de peso molecular; linea 2:
C-Ficocianina 20 pgC) Volumen de infarto cerebral (tincion con TTC) de hnimales tratados con el
vehiculo o dosis intraperitoneales acumulativa€ &Gz, (75 mg/Kg) o C-FGyy, (25 mg/Kg). #p<0,05
vs. I/R vehiculo (ANOVA + Newman-Keuls).
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Fig. 10. Efecto del pre-tratamiento de la C-& (200 mg/Kg, oral diario por siete dias) sobre
marcadores de estrés oxidativo en suero y homogetacterebro, a las 24 h de reperfusi@)-(C)
muestran los marcadores de peroxidacion lipidicBAM potencial de peroxidacion (PP), y capacidad
reductora férrica del plasma (FRAP por sus sighamglés). *p<0,05 y ***p<0,001 vs. control, #p<6,0

y ###p<0,001 vs. I/R vehiculo (ANOVA + Newman-Kduls
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Fig.11. Efecto de la C-Fgg, Sobre la actividad locomotora de gerbos sometidora I/R cerebralA)
Actividad locomotora antes (barras blancas) y siés después (barras moteadas) de la I/R enupsgr
control, I/R-vehiculo y el tratado con 200 mg/Kg@ié¢-Goy(grupo 1). Los nimeros de empinamientos se
contaron durante tres intervalos de 3 min para aadnal y se obtuvo la recta de mejor ajuste di8ey
siete dias despué€) de la I/R. *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. I/Rhiculo dentro de la misma serie
(ANOVA + Newman-Keuls). &p<0,05 vs. I/R vehicule@resion lineal).

3.42.Efecto de la C-FC y la FCB en retina de ratas someas a una

isquemia/reperfusion

La retina es una extensién del diencéfalo, y podeesus vasos sanguineos comparten
propiedades anatdmicas Yy fisiologicas similaressadel encéfalo. Posee una barrera hemato-
retiniana similar a la barrera hemato-encefalicderAas, la isquemia de la retina muestra
eventos fisiopatoldégicos que también intervienen eninfarto cerebral, tales como la
excitotoxicidad, el estrés oxidativo, la apoptasia inflamaciér?>® La induccién de la isquemia
retiniana por el aumento de la PIO es un procedimieclativamente simple y poco invasivo,
por lo que nos propusimos usar este modelo expetainpara evaluar si la C-FC y la FCB
podrian proteger a las neuronas de ese tejideefeetat oclusion vascular transitoria, y ofrecer de
esta forma, nuevas evidencias de sus efectossgumicos.

La Fig. 12 muestra que la retina de ratas fue a&téensusceptible a una lesion por isquemia-

reperfusion (I/R) principalmente en la capa nucleserna (CNI) en nuestras condiciones
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experimentales, la cual exhibié menos del 50% #dastviables respecto al control no dafiado
(Fig. 12J). La muerte neuronal fue también acomgefmor edema y desorganizacion de las
capas de la retina (Fig. 12B). El pre-tratamiemo €-FC o con FCB previno la pérdida celular

en la CNI de forma creciente dependiendo de lasdosilicando que estos compuestos no solo
son capaces de proteger a las neuromeisro, sino también en diferentes modeiosivo frente

a eventos isquémicos.

#
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vehiculo

Numero de neuronas viables
(% del control)
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Fig. 12. Evaluacion histolégica (tincion con hematoxiliresima) de los efectos de la C-FC y la FCB
frente a la I/R en retina de ratas. Los panelesstrare fotografias representativas de seccionetabami
de retina de controles no dafiaddg, y de retina luego de la isquemia-reperfusion)(itfdtada con
vehiculo(B), 10 uM C-FC(C), 50 uM C-FC(D) o 100 uM C-FQE). El analisis morfométrico de las
regiones de la CNI se muestran @f).*p<0,05 vs. control; #p<0,05 vs. I/R vehiculo (AN@® +
Newman-Keuls). CNE: capa nuclear externa, CPE: pégdforme externa, CNI: capa nuclear interna,
CPI: capa plexiforme interna, CCG: capa de célgéagylionares. Barra: 50 um.
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2.4.3.Mecanismos inmunomoduladores y cerebroprotectoresedla C-FC y FCB en el
modelo de penumbra isquémica por hipoperfusion cebeal aguda en ratas

Las regiones cerebrales sufren reducciones difessent el FSC local después de una OPACC, lo
cual esta asociado con sus cambios estructurattabpaticos y funcionales! Por tanto, en este
modelo se evalu6 primeramente la vulnerabilidadlo@d mediante el andlisis de la expresion de
cinco genes relacionados con distintos aspectaslofigcos en seis estructuras cerebrales
relevantes, usando técnicas de gRT-PCR. La Figmli8stra que todos los genes fueron
significativamente modulados en la corteza cereanérior y en el cuerpo estriado, lo que
sugiere una mayor vulnerabilidad de estas regiamel hipoperfusion aguda. También
encontramos modulaciones diferenciales de cuatnesgésfap, Mmp2, Tph2 y Hmox1) en
regiones particulares en respuesta a la OPACCereE)0a5 mostré una expresion disminuida
en tres areas (bulbo olfatorio, corteza anteriestyiado), sin encontrarse diferencias en el resto.
A partir de este resultado, se analizé medianteidas de microarreglos el perfil de expresion
génica en la corteza cerebral anterior, y su mathrigoor efecto del tratamiento con FCB. Una
lista de genes diferencialmente expresados (vaidr,0%, nivel de cambio>1,5) luego del
tratamiento de las ratas isquémicas con FCB setraues el Anexo 3. Un total de 93 genes
mostraron una expresion aumentada, mientras qugefiés tuvieron niveles de expresion
disminuidos, debido al tratamiento con FCB. Aderpasa caracterizar las funciones biologicas
de los genes afectados por el tratamiento con FeBrealizO un analisis de los procesos
biol6égicos asociados a los genes modulados. Elltageu muestra que los procesos
inmunolégicos juegan un importante papel en losamsmos de accion de la FCB en el tejido

de la corteza cerebral anterior sometido a ungpeiosion global. (Fig. 14).
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Fig. 13. Evaluacion de los niveles de expresion por gRT-BIERS gene&fap, Mmp2, Tph2, Hmox1 y

S100a5 en varias regiones cerebrales. Las muestras sardan24 h después de la oclusion bilateral
permanente de las arterias carétidas comunes (ORPAEICgrupo control se sometié a la misma

intervencion quirdrgica pero sin oclusion de ldsraas. Letras diferentes: p<0,05 (n=3 para cadpar
(pruebas de Kruscal-Wallis + Dunn).

En otra serie de experimentos se determiné elefdetla C-FC y la FCB en la expresion de

ocho genes involucrados en la respuesta inflanaagoriel bulbo olfatorio, la corteza anterior y el

hipocampo. Nuestros resultados revelaron Igidy, IL-6, CD74, CCL12 e IL-17A mostraron

una expresion incrementada en el bulbo olfatoria gorteza anterior en el grupo isquémico

tratado con el vehiculo. La expresion de estosocgenes se redujo significativamente por el

tratamiento con C-FC y FCB en las mismas estrustteeebrales (Fig. 15A).
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Fig. 14.Funciones bioldgicas de genes con expresion audeptar FCB en ratas isquémicas respecto al
grupo OPACC vehiculo. El tamafio de los cuadranm®té los valores de log p de significacion
estadistica de cada término. Las intensidadesas@sidenotan similitud semantica.

Entre ellos, solo las expresionesldes e IL-17A fueron elevadas en el hipocampo, las cuales
fueron efectivamente revertidas por la aplicaciérCdFC y FCB (Fig. 15A). El gelroxp3 tuvo

una expresion disminuida en el grupo isquémicadaton el vehiculo, mientras que la C-FC y
la FCB indujeron su expresion en las tres regi@wduadas (Fig. 15A). Un patrén similar se
observé con el gen dé-4, que disminuy6 sus niveles de ARNm en el bulbatoffo de las
ratas isquémicas, pero fue significativamente iflupor ambos productos en las tres areas
cerebrales (Fig. 15A). La OPACC redujo expresionT@&-4, pero fue significativamente
revertido por la C-FC y FCB, ambos efectos marafézsé en todas las estructuras evaluadas
(Fig. 15A). Se evalu6 también los niveles de expresle seis genes adicionales relacionados

con varios aspectos fisiologicos de la unidad neagcular en estas tres regiones.
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Fig. 15 (pie de figura en la pagina siguiente)
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Fig. 15 (continuacién de la pagina anterior)Efecto de la C-FC y la FCB sobre los niveles daesion

de genes evaluados por qRT-PCR en el bulbo oléattai corteza anterior e hipocampo. Los paneles
muestran los niveles de ARNm de genes relacioneato$a respuesta inflamatoiid) y con la fisiologia
neurovascula(B) a las 24 h después de la oclusion bilateral pezntarde las arterias carétidas comunes
(OPACC). El grupo control se sometié a la mismariwgncion quirdrgica sin oclusion de las arteiias.
C-FC o la FCB se aplicaron a dosis acumulativa® uhg/Kg 0 47 y 213 nug/Kg via i.p. por 30 min, 1y 3

6 h después de la cirugia, respectivamente. Ldifaientes: p< 0,05 (n=3 para cada grupo) (prueeas
Kruskal-Wallis + Dunn).

Como se muestra en la Fig. 15 (panel B), los gémals NADH deshidrogenasa, Bcl-2al y

Baiap2 mostraron una expresion disminuida en el bulbatotfo y la corteza anterior en los
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animales isquémicos tratados con el vehiculo.dhniento con C-FC y con FCB fue capaz de
recuperar significativamente la expresion de est@dro genes. En el hipocampo, la OPACC
solo disminuy6Bcl-2al, cuya expresion también fue restaurada a los esveél control por
ambas moléculas (Fig. 15B). En el hipocampo, elMahtambién se indujo significativamente
por el tratamiento con FCB. Por otro lado, los geGAEBPS y Gadd45a mostraron niveles
incrementados de ARNm en la corteza anterior dedosbros hipoperfundidos y tratados con el
vehiculo, efecto que se previno por la FCB y la@(Fig. 15B).

Como se menciond anteriormente, ademas de la aodezbral anterior, el cuerpo estriado
también evidencié una vulnerabilidad selectiva aifoperfusion cerebral aguda. La respuesta
inflamatoria que sigue a un evento isquémico ecegtbro involucra la infiltracién de células
inmunes periféricas, asi como la activacion deitaaglia local y astrocitos. En este contexto se
ha demostrado que las moléculas de adhesién eiadloles citocinas y las quimiocinas
desempefian un papel esentiala evaluacién de genes involucrados en esta buiéraneuro-
inflamatoria CXCL2, ICAM-1, IL-18 y TNF-a) reveld un significativo incremento en sus niveles
de ARNm en el cuerpo estriado de las ratas hipopédidas respecto al grupo control (Fig.
16A). El tratamiento con C-FC y con FCB logré eBizdr estos rangos de expresiones a los
niveles del control. Por otro lado, la OPACC indlge@xpresion d&¥EGFA, un gen involucrado
en la respuesta angiogénica adaptafivaue se mantuvo después del tratamiento con ambos
compuestos (Fig. 16A). El analisis de los produgolpeptidicos de estos cinco genes en las
muestras de suero revel6 que su modulacion ergrdifierentes grupos fue similar comparados

con los correspondientes niveles de ARNm (Fig. 16B)
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Fig.16. Efecto de la C-FC y la FCB sobre los niveles dgresion deCXCL2, ICAM-1, IL-18, TNF-a y
VEGFA evaluado por gRT-PCR en cuerpo estrighipo por la técnica de Bio-Plex® en el suéi) de
ratas 24 h después de la oclusion bilateral pemtardge las arterias carétidas comunes (OPACC). El
grupo control se sometié a la misma intervencidmiggica sin oclusion de las arterias. La C-FC o la
FCB se aplicaron a dosis acumulativas de 8 mg/Kg ¢ 213 pg/Kg via i.p. por 30 min, 1, 3y 6 h
después de la cirugia, respectivamente. Letrasedifes: p<0,05 (n=3 para cada grupo) (pruebas de
Kruskal-Wallis + Dunn).

Por otro lado, nuestros resultados revelaron umimento significativo de los niveles de MDA y

PP alas 24 h después de la OPACC en el suerezaarerebral, cuerpo estriado e hipocampo de
las ratas tratadas con vehiculo (Fig. 17A). Estssltados indican un incremento de los niveles
de POL en las ratas isquémicas. Después del teéoncon FCB, ambos marcadores fueron

efectivamente restaurados en el suero y las regicerebrales (Figs. 17A). Ademas, la actividad
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SOD disminuyd en los animales isquémicos pero seiperd significativamente con el
tratamiento con FCB en todos estos tejidos. Laidetil CAT no mostré cambio alguno entre los
grupos experimentales en suero. Sin embargo, estenatcador redox mostréo un
comportamiento similar en el grupo isquémico tratadn el vehiculo o con FCB, con una
significativa disminucion en relacion al contrah las estructuras cerebrales (Fig. 17A). A pesar
de no disponer de datos de todos los biomarcagatempartimentos tisulares anteriores, la C-
FC también logro disminuir la sobre-produccion dBAVen las regiones cerebrales analizadas
(Fig. 17B).

Resultados obtenidos por analisis histoldgico & pwsterior a la oclusion vascular, mostraron
una disminucion significativa (<60%) en el nimem meuronas viables en todas las areas
piramidales del hipocampo en el grupo isquémictadi@ con vehiculo. Por el contrario, el
tratamiento con C-FC logré prevenir esta pérdidaroreal en el hipocampo, alcanzando los

niveles del control en CA-1, -2 y -4 (Fig. 18).
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Fig. 17. Efecto del tratamiento cai) FCB sobre los niveles de MDA, PP, SOD y CAT esuwro y
homogenado de regiones cerebrales de ratas, Bjof-FC sobre los niveles de MDA en areas
cerebrales, a las 24 h de la oclusién bilaterahpaente de las arterias carétidas comunes (OPAELC).
grupo control se sometié a la misma intervencidmiggica sin oclusion de las arterias. La C-FC o la
FCB se aplicaron a dosis acumulativas de 8 mg/Kg ¢ 213 pg/Kg via i.p. por 30 min, 1, 3y 6 h
después de la cirugia, respectivamente. Letrasedifes: p<0,05 (n=5 para cada grupo) (pruebas de

Kruskal-Wallis + Dunn).

Fig.18 (pagina siguiente)La C-FC protegio a las neuronas de la capa pirndiel hipocampo en ratas
sometidas a una hipoperfusién cerebral ag(#®almagenes representativas (tincién con hematoxilina
eosina) y(B) Analisis morfométrico de las regiones del hipocarapos 30 dias posteriores a la oclusion
bilateral permanente de las arterias carotidas nemOPACC). La C-FC se administré a a una dosis
acumulativa de 8 mg/Kg via i.p. por 30 min, 1, 8 % después de la cirugia, respectivamente. Letras
diferentes: p<0,05 (n=5 para cada grupo) (pruebadsrdskal-Wallis + Dunn). Barra: 50 pum.
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3.4.4. Efecto neuroprotector de la C-FC frente a la isquem/reperfusion cerebral focal
inducida por endotelina-1 en ratas e inhibicién déa NADPH oxidasa

Para continuar caracterizando las potencialidademacoldgicas de la C-FC frente al ictus
isquémico, se emple6 un modelo de IC focal en réastar, inducido por el péptido
vasoconstrictor endotelina-1 (ET-1), inyectadoawdcindad de la ACM. En las condiciones del
presente estudio, todos los animales operados (oad® uno) del grupo control y los tratados
con C-FC sobrevivieron hasta el final del experitog24 h post-cirugia). En el grupo ET-1 +
vehiculo, de un total de 21 animales operados, Wenom antes de las 3 h posteriores a la
inyeccion de ET-1, y no se consideraron para elisss&stadistico. De los 14 restantes, 9 se
usaron para la tincion con TTC y 5 para la evaliradiistoquimica (tincion con DHE e
inmunotinciéon anti-NOX2/gp91phox).

La Fig. 19 muestra que los animales isquémicosdost con vehiculo sufrieron una severa
afectacion neuroldgica (media de 4,67 de una estakdma de 18 puntos) acompafiada por una
drastica caida en el peso corporal (pérdida praaeli31 g, mientras que los controles tuvieron
una ganancia media de 5,2 g en el mismo periodted®o), a las 24 h posteriores a la
inyeccion de ET-1. El tratamiento post-isquémica €FC logré reducir significativamente el
deterioro clinico y la pérdida del peso corporalfdema dosis-dependiente, alcanzando los

niveles de funcionamiento neuroldgico del contri@ dosis de 5 mg/Kg (Fig. 19).
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Fig. 19.La C-FC previene la disfuncion neurol6gi{@g y la pérdida de peso corpo(&) inducidas por
una isquemia/reperfusion cerebral focal tras 24 kadplicacion de ET-1 (600 pmol) en la cercaritad
Arteria Cerebral Media. El control recibié una ing#n de solucion salina 0,9% en lugar de ET-1lrdset
diferentes: p<0,05 de acuerdo a las pruebas dek#lrMgallis + Dunn (panel A) o de ANOVA +
Newman-Keuls (panel B).

Ademas, se observaron elevadas areas de infarbmrsichl y cortical en el grupo isquémico
tratado con vehiculo (Fig. 20 A, B), principalmegtelas secciones cerebrales 2, 3 y 4, mientras
gue el grupo control no mostro tejido isquémicaiaty (Fig. 20A). El grupo IR vehiculo mostro
un volumen de infarto cerebral de 284,5 f{oomo promedio), lo cual representa el 42,6% del
volumen del hemisferio cerebral ipsilateral (FIi@C2. El tratamiento con C-FC mostré0 una
reduccidn significativa tanto en las areas de iofgcorticales y subcorticales) en todas las
secciones cerebrales, como del volumen de infargbeal, a partir de la dosis de 5 mg/Kg (Fig.
20), en concordancia con los resultados obtenidoda evaluacidon neuroldgica (Fig. 19A). La
C-FC logro disminuir el volumen de infarto cerebfahtre paréntesis se indica el porciento

respecto al volumen del hemisferio ipsilateral)th@25,02 mm (32,8%), 64,2 mrh(11,7%) y

55,4 mni (8,2%) para las dosis de 2,5, 5 y 10 mg/Kg, resmeaente (Fig. 20C).
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Fig. 20 (pie de figura en la pagina siguiente).
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Fig. 20 (pagina anterior).Efecto de la C-FC sobre el infarto cerebral trad12le la aplicacién de ET-1
(600 pmol) en la cercania de la Arteria CerebratlislgA) Imagenes representativas de la tincion con
TTC y (B) Areas de infarto por seccion cerebral (rostrahadal).(C) Volumen de infarto cerebral. El
control recibié una inyeccion de solucién salin@%0,en lugar de ET-%*p<0,01, ***p<0,001 vs. I/R
vehiculo, entre areas de la misma seccién cerebrantre los volumenes de infarto (ANOVA +
Newman-Keuls). Barra: 0,5 cm.

La dosis minima efectiva de C-FC fue de 5 mg/Kdgegvaluacion de la disfuncién neurologica
y del volumen de infarto cerebral. Por tanto, seidié@ emplear esta dosis para el posterior
andlisis de la expresion y actividad de la NADPHdaga en tejido cerebral, como posible
mediador de los mecanismos de accion de esta niliéente a la I/R inducida por ET-1. Como
se muestra en la Fig. 21, los niveles de expreftdia subunidad catalitica NOX2/gp91phox en
diferentes areas corticales de interés (HL, Paaf2)Rue significativamente superior en el grupo
I/R vehiculo en comparacion con el control. A sa,Vas cantidades del radicaj*Oproducidas
en las mismas regiones cerebrales también estavigignificativamente superiores en los
animales isquémicos tratados con salina respedts aontroles (Fig. 22), lo cual esta en
concordancia con lo reportado en la literaf§fd.a C-FC a 5 mg/Kg inhibié significativamente

la sobre-expresion de NOX2/gp91phox (Fig. 21),casho el incremento de superoxido (Fig.

22), en las tres areas cerebrales analizadas.
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Fig. 21. (A) Imagenes representativas (200x) del inmunomaraajeNOX2/gp91phox en tres areas
cerebrales de interés (indicadas en el esquema@)es 24 h de la aplicacion de ET-1 (600 pneol)
la cercania de la Arteria Cerebral MedB) Analisis densitométrico. El control recibié ungeacion de
solucion salina 0,9% en lugar de ET-1. Letras diftgs: p<0,05 (pruebas de ANOVA + Newman-Keuls).
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Fig. 22. (A) Imagenes representativas (200x) de la tincién dibidroetidio (marcador fluorescente
especifico de @) en tres areas cerebrales de interés (indicada$ esguema superior) tras 24 h de la
aplicacion de ET-1 (600 pmol) en la cercania dartaria Cerebral MediaB) Andlisis densitométrico.

El control recibié una inyeccién de solucion salih8% en lugar de ET-1. Letras diferentes: p<0,05
(pruebas de ANOVA + Newman-Keuls).
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4. DISCUSION
4.1. Modelosin vitro
4.1.1. Inhibicion de la transicion de permeabilidad mitocadrial
Las mitocondrias son tanto iniciadoras como blard®das lesiones oxidativas celulares, las
cuales son capaces de interrumpir la produccioATd inducir la TPM vy liberar factores pro-
apoptético$°:?°? Por tales razones, en el presente trabajo sei&@daudnitocondria cerebral
como blanco farmacoldgico potencial de la C-FC. mamcondrias aisladas sufren una TPM
bajo diferentes condiciones, tales como en preaethei C&' y fosfato inorganico (Pi). Este
proceso se caracteriza por un aumento en la peilidadbde las membranas mitocondriales,
provocando la disipacion dél¥, el hinchamiento del organulo, y la eventual ruptde la
membrana mitocondrial exterA%.En el presente trabajo, la TPM fue inducida en M@Rr
una sobrecarga de €ay Pi, y estimada experimentalmente mediante lombaas
espectrofotométricos a 540 nm que revelan el hmava@o mitocondrial. Estas condiciones
simulan el ambiente isquémico neuronal, en el caaire un incremento de las concentraciones
citosélicas de Cd y Pi debido a la excitotoxicidad mediada por etanato y el aumento en la
hidrélisis del ATP, respectivamerff¥. Como resultado del tratamiento con C-FC, el
hinchamiento mitocondrial y por ende la TPM, fuesignificativamente prevenidos, lo cual
podria contribuir a la capacidad neuroprotectordad€-FC. La isquemia induce un aumento
patolégico en los niveles intracelulares dé*'@aovocando la activacién de proteasas y enzimas
generadoras de EROs, las cuales pueden lesionaes@scturas mitocondrialé® En
concordancia con esto, nuestros resultados mosttarancremento significativo en los niveles

de EROs en MCRs aisladas como consecuencia derecaoga de C4Pi. La sonda empleada
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en este estudio para la deteccion de EROs,,2CHDA, es una molécula permeable a las
membranas que puede ser convertida por las esetada matriz mitocondrial en el producto
no fluorescente BDCF2%° Esta sonda no es especifica para superéxido yiderde hidrégeno,
importantes EROs que se producen en la mitocofitirisino que reacciona, ademas, con
diferentes radicales, tales como hidroxilos, casbos didxido de nitrégerf8® convirtiéndose
por oxidacion en el producto altamente fluorescdd@F. Por tanto, el incremento en la
oxidacion del HDCF refleja el aumento de los niveles de distiHROs en lugar de cualquier
especie en particular. El efecto inhibitorio deCl&C obtenido sobre los niveles mitocondriales
de EROs, sugiere que su actividad secuestradoradieales forma parte del mecanismo de
protecciéon frente al dafio oxidativo en la mitocaamdNuestros resultados también mostraron
gue entre las principales consecuencias de la T€Mnsuentran la disipacion dal y la
liberacion del citocromo c, lo cual esta relaciamambn el dafio oxidativo a las membranas
mitocondriales®®?’°Estos procesos fueron inhibidos por la CsA y eld, lo cual indica que
la TPM vy el desbalance oxidativo son mediadoreitaptes en la disfuncién mitocondrial. El
efecto protector de la C-FC sobreAd y su accion inhibidora sobre la liberacién deaibono c
pudiera entonces estar indirectamente causadap@rgpiedades antioxidantes.

4.1.2. Efectos neuroprotectores en lineas neuronales
Nuestros resultados demuestran que tanto la C-R® da FCB protegen a las células PC12
frente al dafio inducido por.B, o por glutamato. Estudios previos indican questiuccion del
MTT en células de mamiferos ocurre en varios cotimpantos subcelulares como la
mitocondria, citoplasma, endosoma/lisosoma y la brama plasmatica, indicando la actividad

metabdlica de la célufd! Debido a la reaccién con iones metalicos comaegtdio el cobre, el
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H,O, produce radicales hidroxilos, compuesto altamegdetivo y principal responsable de la
toxicidad por EROs en esta linea celdlarEl glutamato activa los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA-R) produciendo un influjo de’Cq varios eventos moleculares que incluyen
una produccién incrementada de radicales libregeptealmente la ejecucion de programas de
muerte celulaf’® Adicionalmente, los receptores metabotrépicos tlgamato (MGIURS)
parecen potenciar la neurodegeneracién mediadalosoNMDA-R?’* Se ha reportado la
expresion de mGIuRs funcionalésasi como NMDA-RS® en células PC12, que pueden
contribuir a la toxicidad por glutamato observadaesta investigacion. Tanto al C-FC como la
FCB poseen capacidades antioxidafitgse pudieran contribuir, al menos de manera gagia
sus efectos protectores en las PC12. Por tantus essultados sugieren su potencial aplicacion
para preservar la integridad neuronal luego denfartd cerebral. De igual forma, la proteccion
gue ejercio la C-FC sobre la linea SH-SY5Y frentdadio oxidativo pot-BOOH refuerzan sus
potencialidades anti-isquémicas. El hierro puedalizar la conversion detBOOH a radicales
ter-butilperoxilos o tert-butoxilos, los cuales gaa iniciar la POI%’’ En cultivos primarios de
neuronas corticales de rata, el dafio pgBOOH fue bloqueado por el pre-tratamiento con
deferoxamina, un quelante especifico para el hiéorgual indica que el hierro intracelular es
importante para la toxicidad deBOOH?’® De hecho, ha sido reportado que-BIOOH induce
una sobreproduccién de radicales libres en céBithSY5Y 2’ Asi, las potentes acciones de la
C-FC en el secuestro de radicales lidfésla preservaciéon de los sistemas enddgenos
antioxidante$® en conjunto con su capacidad quelante sobre eblife y su efecto inhibitorio
sobre la reaccion de Fenton, pudieran estar reladas con los efectos neuroprotectores de la C-

FC en las células SH-SY5Y y las PC12.
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4.2. Modelosin vivo
4.2.1.Isquemial/reperfusion cerebral global en gerbos de bhgolia

El presente estudio demuestra por primera vez flagos neuroprotectores de la C-FC y su
cromoforo, la FCB, contra la lesion isquémica ceaklen diferentes modelos pre-clinicos y
especies animales, asi como la identificacion dentediadores y mecanismos moleculares
involucrados.
Un circulo de Willis incompleto hace de los gerlies Mongolia un sistema experimental
adecuado para modelar la encefalopatia después giro cardiaco humano. El tratamiento con
C-FGow en ambos esquemas, profilactico y terapéutico, dapaz de reducir el déficit
neuroldgico, y el volumen del infarto cerebral, @aino mejorar la sobrevivencia de los gerbos.
El efecto beneficioso sobre el volumen del infastmbién fue confirmado con la administracion
de C-FGgoy% a una dosis bioequivalente en relacién con Gegdo que demuestra que la
C-Ficocianina es la molécula responsable de la epe@in anti-isquémica.
Nuestros resultados indican que 10 minutos derimgeidn del FSC global seguido de siete dias
de reperfusion causé una pérdida neuronal en tadaggiones piramidales del hipocampo, de
acuerdo con estudios anteriofésa pesar de que también se ha reportado una degemer
retardada mayormente en la zona de €&%%*Se ha propuesto que esta muerte neuronal
generalizada del hipocampo puede estar asociadaunanpersistente excitotoxicidad del
glutamato después del evento isquémicoLa administracién profilactica de C-E
contrarrestd casi completamente los efectos peiplds isquémicos en la viabilidad neuronal en
CA2, CA3 y CA4, mientras que en esquema terapéulic&@-FGoy indujo una recuperacion

neuronal dependiente de la dosis en las mismas. &stos resultados sugieren que la GofC
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promueve la supervivencia neuromalvivo tanto para la prevencibn como para una estrategia
terapéutica en el accidente cerebrovascular isgeei@iomo se ha mencionado la POL es una de
las principales consecuencias de la lesion medjautaradicales libres en el cerel3f8.
Compuestos que atenudan este proceso también harcadhces de proteger frente al dafo
neuronal del hipocampo en gerbos sometidos a 18abf®® Nuestros resultados muestran una
elevacion significativa de la POL, que se evidepagael incremento en los niveles de MDA en
suero y cerebro de los gerbos isquémicos, lo aumlchsi completamente prevenido por el
tratamiento con C-F{o, La isquemia conduce a la activacién dependieeteCd’ de la
fosfolipasa A,%" la consiguiente hidrélisis de los fosfolipidosdembrana y la liberacién de
acidos grasos libres, incluyendo &acido araquidéfiftque luego se metaboliza por las vias de
las lipooxigenasas y ciclooxigenasas, produciemiénaQs en el procesd®™ El ani6on Qe
puede producir radicales hidroxilo (iniciadores lde POL) a través de las mencionadas
reacciones de Fenton y Haber-Weiss. La potentecicigzh de prevenir la POL de C-kfs
podria explicarse por su propiedad inhibidora de@-2%y de eliminar de manera eficiente
varias especies radicalarias (peroxilos, hidroxgdsoxilos). En este sentido, se ha reportado que
los inhibidores selectivos de la COX-2 son neurtgmiores en diferentes modelos
experimentales de accidente cerebrovascular isqoéii®* EI PP, biomarcador que se
interpreta como la susceptibilidad a la POL de lzesira, fue incrementado en el grupo I/R
vehiculo, y se ha asociado con varias enfermedaiiess como la neuromielitis 6ptfcay el

VIH / SIDA.?®* Por lo tanto, su ascenso indica el desequililmitox establecido como resultado
del procedimiento de I/R. El pre-tratamiento corGye, fue capaz de recuperar de manera

significativa los niveles de este biomarcador (PR)strando su capacidad para contrarrestar la
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produccién y para inactivar las EROs dafiinas. Eriraste, FRAP es indicativo de la capacidad
reductora de la muestra e implica la integracianpeja de todos los compuestos con actividad
antioxidante en la muestrda)* y su aumento en el grupo I/R vehiculo podria marec
contradictorio. Sin embargo, teniendo en cuenta @ste biomarcador se midi0 a
las 24 h post-cirugia, podria reflejar una respudstensiva enddgena frente al entorno oxidante,
probablemente mediada por la cascada de Nrf2/ARE® pero no lo suficiente para
desintoxicar la sobrecarga masiva especies pranted asociadas a la lesion isquémica
cerebraf®’ Los gerbos tratados con C-fg¢ mostraron una recuperacion de los niveles normales
de FRAP, probablemente mediante la prevencion antdirde la induccion de la cascada de
Nrf2/ARE a través de las multiples propiedadesoxidantes de la biliproteina, que podria
mantener el entorno redox en un estado normal. oRorlado, la hiperactividad locomotora
inducida por la I/R en gerbos se ha asociado catai@ de las neuronas del hipocampo y una
reducciéon en la capacidad del animal para habiuarpara formar mapas espaciaf@sEl
tratamiento profilactico con C-kg, redujo la actividad locomotora y mejoré la habifda asi
como la disfuncién neuroldgica en comparacion cbrgrapo tratado con vehiculo. Estos
resultados estan en concordancia con la reducadrvalumen de infarto cerebral y con la
preservacion neuronal en el hipocampo. La mejodadectual y clinica sugiere que la
administracion de C-Ffgy, no solo protegid la integridad neuronal, sino tprabién conserva
sus funciones neurofisiolégicas. En este sentiddyasdemostrado que la aplicacion oral de C-
FC en ratas previo a la inyeccion intracerebrdtaleato, una excitotoxina analoga al glutamato,
fue capaz de evitar efectos conductuales nocivomamnvulsiones y tembloré¥. El modelo

de I/R cerebral global en gerbos permiti6, de estanera, llevar a cabo una primera
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aproximacion a la evaluacion pre-clinica de la CdfCun modelan vivo de IC, demostrando
acciones beneficiosas de esta biliproteina.

4.2.2. Isquemia/reperfusion en retina de ratas
La isquemia de la retina inducida por el aumentolee®lO puede producir enfermedades
visuales devastadoras tales como el glaucoma,dbesula segunda causa de ceguera a nivel
mundial®® La retina es sumamente sensible a la interruptiénsitoria del suministro
sanguineo debido a su actividad metabdlica y elahtenido de acidos grasos poliinsaturados,
y por ende, este tejido es muy susceptible al dedidativo>®® A nivel celular, la evidencia
acumulada indica que la excitotoxicidad mediada gloglutamato y el estrés oxidativo son
mediadores esenciales en la lesién por I/R entilwar®* de forma similar al dafio observado en
un cerebro isquémic8? El presente estudio es el primero en la literatraevelar que la C-FC
y la FCB previenen la pérdida neuronal en retinaaties sometidas a una I/R. Es muy probable
que las actividades secuestradoras de la C-FGefeetus radicales hidroxild&? peroxilos® y
aniones peroxinitritds estén involucradas en su capacidad para prevemeurodegeneracion
de la retina luego de una I/R. En concordanciaesin, nuestros resultados mostraron ademas
un efecto inhibitorio de la C-FC sobre la reacdi@Fenton, y esta inhibicion también pudiera
estar implicada en la proteccion de la retina &enla lesion isquémica.

4.2.3. Hipoperfusion cerebral aguda en ratas
La fase aguda luego de la OPACC en ratas puedesada como modelo del area de penumbra
isquémica cerebral, considerando la drastica (gEewsistente caida) del FSC a niveles
correspondientes a una moderada reduccion sanguNhestros resultados revelaron que la

corteza anterior y el estriado experimentaron uoedulacion significativa en la expresion de
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todos los genes evaluados respecto al grupo cpstrgiriendo un papel especifico para estos
genes en aquellas estructuras cerebrales como asmuesta al evento isquémico. Se ha
reportado una marcada reduccion del FCS localeasaorticales y del estriado en la fase aguda
después de la OPACC, alcanzando niveles de ~54%8 ¥4~55% (en relacion al control) para
la corteza anterior, posterior y el estriado, respamente’®*3°® Sin embargo, la disminucién
aguda del FSC en el hipocampo es menos draméat&s04)}2°* Aqui observamos que la
expresion de varios genes no varié en esta argaiesulo que el dafio inducido por la OPACC
en su fase aguda es menos pronunciado en el hipoagme en las otras regiones cerebrales aqui
evaluadas. El gefap codifica para un filamento intermediario usadacdentemente como
marcador de astrogliosis reactiva, un proceso sioifaque puede ser tanto dafiino como
beneficioso luego de un evento isquénifd.os astrocitos reactivos son fuentes potenciaes d
mediadores pro-inflamatorios tales como los andtigsaen este estudi®’ Nuestras evidencias
sugieren la participacion de la astrogliosis reactn los cambios patolégicos tempranos en la
corteza, el estriado y bulbo olfatorio. Por otrddala expresion dMmp2 se incrementé en tres
regiones cerebrales del grupo de ratas isquéntssaa.proteasa juega un papel fundamental en
el dafio mediado por la OPACC sobre la BHE vy lagiiitiad de la sustancia blanca cereffal,

lo que puede afectar el funcionamiento del entoni@ovascularMmp2 puede también liberar

el VEGF activo debido a la escision e inactivaaditinla proteina de inhibicion de este factor
angiogénica® Este Ultimo podria actuar en asociacién con laoostacion de la membranas
basal de la BHE promovida pMmp2, en el proceso angiogénico que se ha reportadoga |
plazo después de la OPAAE. La triptéfano hidroxilasa (TPH, EC 1.14.16.4) tiaw la

primera reaccion, y es la enzima limitante en k hibsintética de la serotonifid. Estudios
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previos han revelado que las neuronas productaasetbtonina pueden inervar las arterias
cerebrales? y que la expresiéon deph2 es critica para la sintesis de serotonina en @z
cerebral frontaf'® Nuestros resultados reflejan que la OPACC induteineremento en la
expresion ddph2 en la corteza cerebral anterior, un efecto queipgubtenciar la rapida caida
del FSC en estas regiones a traves de los recepseretonérgicos vasoconstrictores en la
vasculaturd™* En contraste, detectamos una disminucién enivedes de ARNm d&ph2 en el
cuerpo estriado de ratas con OPACC, una regionatandctividad de la isoformBphl podria

ser predominant&?

El gen inducibleHmox1 (Hemo-oxigenasa 1, EC 1.14.99.3) tiene como fund#& escision
especifica del grupo hemo en monoxido de carborerohy biliverdina, la cual luego se
convierte en el antioxidante fisiolégico bilirrubirpor la biliverdina reductas® Nuestros
resultados muestran un incremento agudblmiexl en la corteza cerebral y el estriado del grupo
expuesto a OPACC, resultado que puede asociarea eegpuesta enddgena contra el entorno
oxidativo manifestado por un incremento en los lewele MDA y PP en las mismas regiones.
Por otra parte, el hierro libre producido por lac®on catalitica deHdmox1l podria estar
involucrado en el establecimiento de un estrésatixid, si no es adecuadamente secuestrado en
estas regiones.

El genS100a5 codifica para una proteina de unioén al calcio spiba reportado como uno de los
ligandos del receptor para los productos finaleglidacion avanzada (del inglés: “Receptor for
Advance Glycation End Products”, RAGEY, una via que se correlaciona con los peores
prondsticos después del infarto cerebral isquéiifcEn el presente trabajo detectamos bajos

niveles de ARNm par&100a5 en el bulbo olfatorio, la corteza anterior y dfriaglo del grupo
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OPACC vehiculo. Este resultado podria indicar waceion protectora enddgena frente al dafio
inducido por la OPACC en la unidad neurovasculadiad® por la interaccion RAGE-S100a5.

El presente estudio es el primero en la literafuarevela que tanto la C-FC como su cromoforo
tetrapirrdlico, la FCB, son capaces de modularisogivamente la expresion de diferentes
genes, asi como la actividad enzimatica y el delfamle procesos biolégicos asociados con una
OPACC aguda en ratas. Esta modulacion indico wteterebroprotector frente a la OPACC, y
por ende aportd nuevas evidencias relacionadaslasomecanismos moleculares de ambas
moléculas en un contexto isquémico cerebral, eticptar del area de penumbra. Nuestros
resultados de microarreglos indican que la FCB neotiuexpresion de genes principalmente
relacionados con la respuesta inmune subsiguidntdaato cerebral. En este sentido, se ha
reportado previamente la participacidon de geneacimiados con la respuesta inflamatoria
después de la I/R global en rat&sDe esta forma, la modulacién positiva de genesiados
con procesos inmunoldgicos por la FCB puede séactor que contrarreste, al menos en parte,
el dafio isquémico, resultado que se correspondéac@mgulacion de genes pro-inflamatorios y
reguladores segun se observo por gRT-PCR.

Nuestros resultados mostraron un incrementtF8ey e IL-6 en el bulbo olfatorio y la corteza
anterior de las ratas isquémicas, probablementeiaakn a la activacion de leucocitos y
neutréfilos®° Ambas citocinas participan en el establecimiengoreacciones inflamatorias
deletéreas después del infarto cerebral isquéffitcBor tanto, la C-FC y la FCB pueden
potencialmente proteger la zona de penumbra isgaépor la inhibicion de la expresion de
estas citocinas, restableciendo sus niveles nosmaepor ende, bloqueando sus cascadas

dependientes como la estimulacién de moléculas diesidn vasculal? Ademéas, ambas
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citocinas son producidas por la microglia activddagual sugiere que estas células gliales son
controladas en su estado inactivo en respuestaapligacion de ambos compuesttsLa
actividad antioxidante de la C-FC y FCB podriataarbién un elemento que limite la expresion
delL-6 en astrocitod?*

Se observo, ademas, un incremento en los nivel€3Ddd en el bulbo olfatorio y la corteza
anterior del grupo OPACC vehiculo, que fue atenyamtoambos compuestos. Debido a que la
proteina que codifica este gen esté involucrada éormacion de MHC-I11 (del inglés:_“Major
Histocompatibility Complex class 1I”), este resdlbasugiere un incremento en la presentacion
de antigenos en las areas isquémicas mencionadhapfemente causado por una subpoblacion
derivada de la microglia denominadas células decalsi cerebrale¥> Este efecto podria estar
acompafiado por el aumento en la expresién del MH@Hicido por IFNy en estas célul&8®

Por tanto, la disminucion de la expresionGizr4 inducida por C-FC y FCB podria contribuir a
la cerebroproteccion a través de la disminucione=nocimiento de antigenos.

El genFoxp3 codifica para un factor de transcripcion espeaifiente expresado por las células
T reguladoras (Treg), las cuales producen PBGE!*?® Aqui observamos un incremento en los
niveles de ARNm dd-oxp3 inducido por la C-FC y FCB en todas las regioneelmrales
estudiadas. En este sentido, una induccion sirdédaiireg ha sido reportada anteriormente en
células mononucleares sanguineas aisladas de t@scmn esclerosis multiple, y tratadas con
C-FC3?° El incremento significativo d€oxp3 sugiere una posible contribucién de las células
Treg a la cerebroproteccion inducida por C-FC y HA@dite a la disminucion moderada del
FSC, como se ha reportado previamente por Liesz (2009)*° pero no en caso de un dafio

isquémico mas sevefd" Reportes recientes muestran incluso que la tnemsfa adoptiva de
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Treg logré disminuir el dafio isquémico cereBralsin efectos colaterales adversos en la
inmunidad sistémica post-ictd® En estrecha relacién con este resultado, tamteéecmos

un incremento significativo de la expresion @8F-f en las ratas isquémicas después del
tratamiento con C-FC y FCB en las tres regionekiadas. Las células Treg pueden servir como
fuente de esta citocina anti-inflamatotia>*> que también se ha reportado que ejerce un papel
neuroprotector contra el infarto cerebral isquémi€d€CCL12, que es una quimiocina para las
células inmunes circulant&y la IL-4, una citocina anti-inflamatoria que desefia un papel
cerebroprotectot>° también fueron positivamente modulados por la GfRCFCB.

Aqui observamos un incremento de la expresion eE7A como consecuencia de la OPACC.
Aunque esta citocina es caracteristica de lasa=i17>*° evidencias previas sugieren que la
IL-17 puede producirse también en célulag Eomo fuente importante en el ictus isquénifto.
E3,42

IL-17 induce un dafio neuronal direéfdy a la BH y amplifica la cascada pro-inflamatoria,

observandose que su bloqueo protege frente a larisg>** Por tanto, la disminucién de los
niveles de ARNm para IL-17A inducido por la C-FE@B podria jugar un papel beneficioso en
la recuperacién del tejido cerebral en hipoperfusio

El genMal codifica una proteina integral de membrana invelda en la mielogénesis a través
del transporte vesicular de lipid¥$.Se detecté un incremento en la expresién del Main
inducido por la C-FC y FCB, que puede estar asocadin incremento en la formacion de
mielina y su maduracion a una estructura compamtdop oligodendrocitos, previniendo de esta
forma el tipico dafio a la materia blanca inducidolp OPACC>*°

La NADH deshidrogenasa (también conocida como cejmp) es una de las enzimas de entrada

de la CTE, que ayuda a la generacién del potealgatroquimico para la sintesis de A¥PSe
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detectd niveles reducidos de ARNm para uno de dosponentes del complejo | en las ratas
isquémicas, la NADH deshidrogenasa (ubiquinonagta,lsubcomplejo 2. Asumiendo que esta
subunidad contribuye de manera importante al ctarfeoicionamiento del complejo enzimético
completo (aqui referido como NADH deshidrogenasa,165.5.3), este resultado sugiere que la
hipoperfusion cerebral esta asociada con una defi@ del complejo | mitocondrial. En
concordancia, se ha reportado la deficiencia erpdsametros de fosforilacion oxidativa y por
tanto en la produccién de energia, en mitocondaiskdas de cerebro de ratas previamente
sometidas a la OPACC, cuando se utilizan sustdgb€omplejo | (glutamato/malatd)’ La C-

FC y FCB restauraron los niveles de expresion déABH deshidrogenasa similar al control,
indicando un efecto beneficioso para la producaénenergia en el tejido isquémico. Esta
accion, unida al posible incremento en la dispdiddnd de oxigeno y glucosa mediado por la
angiogénesis inducida por el VEGF, podria contrilauia preservacion del balance energético
cerebral

La familia de proteinas Bcl-2 juega un papel aitien la transduccién de las sefales
intracelulares de apoptosis a través de la modiriagdée la TPM, para proveer neuroproteccion
frente al infarto cerebrdf® Aqui observamos una disminucién de la expresiéonBde2
(isoforma Bcl-2al) en las ratas hipoperfundidas y tratadas con dlicu, que fue
significativamente contrarrestado por la C-FC y FGBgiriendo una accion anti-apoptotica.
Como se ha mencionado anteriormente, en etapas temgranas después de la oclusion
vascular, como consecuencia de la muerte celulendtiea se liberan al parénquima cerebral
diversas moléculas intracelulares denominadas DAMfRe activan a las células inmunes

mediante receptores especificos y la cascada deBNt Por tanto, la modulacién efectiva de
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Bcl-2al y NADH deshidrogenasa por C-FC y FCB pwdisntribuir de una forma indirecta, a
prevenir la respuesta inflamatoria post-ictus akprvar la viabilidad celular.

La regulacion del transcriptoma constituye uno @ rhecanismos por los cuales las células
perciben y responden a las modificaciones isquéeasu entorno, particularmente a través de
factores de transcripcion de respuesta a la hiporimo C/EBPA.>*° Nuestros resultados
mostraron un incremento en los niveles de ARNm QAEBPS inducido por la OPACC en el
bulbo olfatorio y la corteza anterior. El dafio teat luego de la isquemia mediado BIEBPS
involucra un incremento en la infiltracién de cékillinmunes mediado por ICAM3L y
probablemente por la estimulacién de la expres&geahes pro-inflamatorios como 1E28y de
otros genes involucrados en el dafio neurdtidla C-FC y FCB lograron restringir la induccién
de C/EBPS, reforzando su capacidad de reducir la inflanragoést-isquémica e influyendo
sobre la proteccion directa de la fisiologia neaton

De acuerdo con estudios previos que indican quUE lpromueve la expresién deadd4s,>>*
nuestros resultados muestran que el procedimieat®BACC induce un incremento en los
niveles de ARNm pardadd4d5g en la corteza anterior, que puede reflejar unauestp
endogena protectora vinculada a los procesos deagpn del ADN. El tratamiento con C-FC y
FCB limito la expresion dé&add45g a los niveles del control. Una hipétesis razongldea
explicar este hecho es que la prevencion del esxidativo mediada por ambas moléculas en la
corteza cerebral puede estar acompafiada por umand@on del dafio oxidativo al ADN,
disminuyendo asi la actividad de los mecanismosaragjores incluyendo Gadd45g. Por otro
lado, el gerBaiap2 (también conocido como receptor de la insulin&3&Da,IRF53), codifica

para una proteina que conecta las protuberanciakl deembrana citoplasmatica con los
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filamentos de actina en la formacion de los fildped un proceso que es esencial para la

®357y la remodelacion dendriti¢d De esta forma,

sinaptogénesi$;’ la formacion de neurita:
la recuperacion de los niveles de expresiomBaep?2 inducido por la C-FC y FCB sugiere un
efecto promotor sobre la neuroplasticidad.

El analisis de la expresion genética en el cuegbwado mostré una estrecha correlacion entre
los niveles de ARNmM y proteinas de los cinco geerealuados en todos los grupos
experimentales, sugiriendo que su expresion nofeetéaa nivel post-transcripcional. En
conjunto, estos resultados indican que la OPAC@dedin ambiente pro-inflamatorio reflejado
por el incremento de la expresién de la quimocieanéutréfilos CXCLZ®® del ligando
facilitador de la transmigracién endotelial de letitos ICAM-1**°y las citocinas dafiinas ILB1

y TNF-0.%1%%2 Esta afectacion del contexto neuro-inmune fuetigfmente revertido por la
aplicacion de la C-FC y FCB. El g&EGFA, el miembro méas importante de la familia VEGF
que promueve angiogénedis esta involucrado en la remodelacién del sistemeriar en
repuesta a la hipoperfusién ceretfalAmbos compuestos lograron mantener el incremeato d
VEGFA induciendo indirectamente acciones pro-angiogénjaaeuroprotectora$>-3°®

Como consecuencia de la OPACC se observo un inatere@ los niveles de MDA y PP, mas
evidente en el tejido cerebral que en suero prebadmte debido a la mayor contenido de lipidos
oxidables como los acidos grasos poli-insaturado®lecerebro. El tratamiento con la FCB
redujo significativamente la susceptibilidad aifmperoxidacion en todos los compartimentos
tisulares evaluados, mientras que la C-FC mostndisgsho efecto en las areas cerebrales, lo cual

indica una potente capacidad antioxidante. Conm@seencionado anteriormente, la POL puede

ser iniciada por el radical *OH, formado tanto j[godescomposicion de los aniones peroxinitrito
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(ONOO-) como por la reaccion del*e&on el HO,.?*° Ademés, importantes cantidades del
radical anion @  pueden acumularse como resultado de una disfurenéel transporte de
electrones mitocondrial, generandgddmediado por la actividad SOD y produciendo ONOO-
por la reaccién con éxido nitrico (NO¥). Nuestros resultados muestran una disminucién de la
expresion del complejo | mitocondrial en las ratgapuestas a OPACC vy tratadas con el
vehiculo, lo cual puede estar involucrado en leegeeion de @ debido a un incremento del
estado reducido en los componentes de la CTE,ibopéndo de esta manera a la POL. Por
tanto, el aumento de la expresion de subunidadesstie complejo enzimético por la
intervencion con C-FC y FCB podria atenuar rea@samediadas por#® y que favorecen la
lipoperoxidacion. Los resultados también muesti@ividades disminuidas de SOD y CAT en
las regiones isquémicas cerebrales que probablencemtribuyen al dafio oxidativo cerebral
aqui observado. El tratamiento con FCB no altewrictevidad CAT en las areas cerebrales, pero
fue capaz de inducir significativamente la actidid@OD, incluso en suero, la cual puede
remover el @ del tejido, mientras que el,B, producido por la dismutacién pudiera ser
eliminado por la glutatién peroxidasa (GPx). Esézt®, junto al mejoramiento de la funcion del
complejo | mitocondrial contribuye, al menos pdrmiente, en la prevencion del dafio oxidativo
a los lipidos en los cerebros isquémicos tratadod~€B.

En el presente estudio se observg, ademas, unagamteciable de la viabilidad neuronal en la
capa piramidal del hipocampo a los 30 dias post=ria la OPACC, en los animales tratados con
vehiculo. El tratamiento con C-FC logro restausamkegridad neuronal en estas areas, lo cual
confirma sus efectos neuroprotectores en este moglslugiere que la modulacion temprana de

diversos mecanismos moleculares después de la ORp&@aite proteger el tejido cerebral en
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etapas mas tardias a la oclusion arterial. Indineente, este resultado podria sugerir un efecto
neuroprotector similar para FCB, aunque la obtendeesa evidencia todavia debe realizarse.
Los resultados obtenidos en el modelo de penurshjtegimica por hipoperfusién cerebral aguda
en ratas han permitido identificar diversos mediaslanoleculares que expliquen la proteccion
cerebral de C-FC y FCB frente al ictus. El analdgsla expresion del genoma completo de la
corteza cerebral anterior apoya la participacion pdecesos inflamatorios claves en esta
condicion, efecto que fue contrarrestado por laiadinacion de FCB. En este sentido, la
evaluacion de la expresion de citocindBN-y, 1L-6, IL-4, TGF-g, IL-15, TNF-a, IL-17A),
guimiocinas(CCL12, CXCL2), factores de transcripcioir@xp3, C/EBPS), moléculas asociadas
a la presentacion de antigen@®{4) y a la adhesion vasculdiCAM-1), confirma el panorama
disfuncional de un entorno pro-inflamatorio en tasas isquémicas, que fue efectivamente
controlado por la C-FC y la FCB. Ademés, ambos agsfps modularon positivamente la
expresion de los genddal, NADH deshidrogenasa (subunidad 1 betaBcl-2al, Gadd45g,
Baiap2 y VEGFA, ofreciendo mecanismos alternativos de cerebrepedin contra la
hipoperfusién cerebral como la re-mielinizacionpeltabolismo energético, la anti-apoptosis, la
plasticidad sinaptica y la angiogénesis. Se obsex#témas, un significativo incremento en la
susceptibilidad a la POL con una reduccion concamtét de las actividades SOD y CAT en las
ratas hipoperfundidas, indicando el establecimielgain estrés oxidativo. La C-FC y la FCB
redujeron la lipoperoxidacion, mientras que FCBujndla actividad SOD sin efecto en la
actividad CAT, confirmando que sus capacidade®xntintes ejercen acciones fundamentales

contra la hipoperfusion cerebral aguda.
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4.2.4. I1squemia/reperfusion cerebral focal en ratas induda por endotelina-1
La ACM es el vaso sanguineo cerebral que con reésdncia se afecta en los casos clinicos de
ictus isquémico, incluyendo adult8$e infante¥®® de diferentes zonas geograficds®’!y es
asimismo, la arteria mas cominmente ocluida emimielos experimentales de IC fot&lEn
el presente estudio se empled el modelo de oclusansitoria de la ACM por el péptido
vasoconstrictor endotelina-1 (ET-1) para determgidas acciones neuroprotectoras de la C-FC
se reproducian en un sistema experimental con major predictivo para la mayoria de los
pacientes que sufren esta patologia, ademas deficdenposibles mediadores moleculares de
tales efectos.
Nuestros resultados muestran un drastico deterietwologico y del peso corporal, asi como
areas y volumenes de infarto apreciables en las @l grupo I/R vehiculo, a las 24 h post-
cirugia. En los reportes precedentes de este mededbserva una concordancia unanime con la
caida de los dos primeros parametrdd?’*y del establecimiento de un infarto cerebral
reproducible y medible cuantitativamente por lantéz del TTC, aunque en diferente magnitud
debido a diferencias de disefio experimental, t@b@so la concentracion de ET-1, la posicion
respecto a la ACM donde se inyecta (coordenadasceséxicas), el tipo de anestesia, la especie
de rata utilizada, entre otros aspecfGs.El tratamiento con C-FC logr6 mejorar
significativamente estos tres parametros, indicamu@otente efecto protector frente a la I/R
cerebral focal.
La NADPH oxidasa es una fuente importante de ER@®s$aevasculatura y el parénquima

cerebral, y esta involucrada en el estrés oxidajiwe se produce luego de un ictus isquémico,

particularmente a nivel de la BHE® Se expresa en diversos tipos celulares involusradola
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interaccién neurovascular y neuro-inmune, inclugenas neurona¥, los astrocitod!® las
células endoteliale¥? la microglia, los monocitos y los neutr6filf8.NOX2 esta conformada
por el dimero catalitico gp91phox (también denohineon el nombre de la isoforma) unida a
p22phox (también llamado citocromo b558), y lasusitades reguladoras p47phox, p67phox,
p40phox y Rac, una GTPasa. La fosforilacion de phdXpor varias quinasas (ej. PKC, Akt),
induce su traslacion hacia la membrana permitiegidmntacto entre la p67phox y gp91phox.
Una vez ensambladas ambas subunidades, el coreplejoces es capaz de transferir electrones
desde el NADPH hasta el oxigeno, generando el aBiéri>* Nuestros resultados evidencian
una elevada expresion de NOX2/gp91lphox y productiérementada de anion,Oen las
mismas areas cerebrales analizadas (parénquimagn@eentes al grupo I/R vehiculo, en
concordancia con lo reportado previameéfié®?En las arterias de la penumbra isquémica, la
generacion de superdxido por la NADPH oxidasa témBe incrementa dramaticamente en las
primeras horas después de la IC, un efecto queirasalinente abolido por inhibidores
especificos de este complejo enzimafftoLa aplicacién de C-FC 5 mg/Kg logré atenuar
significativamente tanto la expresion de NOX2/gg8pcomo la sobreproduccion dgsOEste
resultado indica que la inhibicion de la NADPH @sd esta involucrada en los mecanismos de
accion anti-isquémicos de esta biliproteina. Unctefesimilar de la C-FC sobre varias
subunidades de la NADPH oxidasa se ha observadnoeielos de otras patologias. La C-FC
inhibio la expresion de p22phox en hamsteres aliatis con una dieta aterogénica, reduciendo
el desarrollo de ateroesclerosis principalmenteculado a la inhibicion de factores pro-
oxidantes®* Aunque en el presente estudio no se determimSFRCB también restringe la sobre-

expresion de NADPH oxidasa, en reportes previdsasabservado ese efecto en otros contextos
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experimentales. Recientemente, Zheng y cols. (28b3}fraron que tanto la C-FC como la FCB
administradas oralmente a ratones diabéticos #mtubi la expresion renal de varios
componentes de la NADPH oxidasa (Nox4, p22phox3phdx), contribuyendo de esta manera
a explicar su accion protectora frente a la netiapdiabétic& En células endoteliales humanas
(linea EA.hy926) tratadas con FCB 200 uM duranté,2dmbién se evidencié una disminucion

significativa en la expresion de p22pHdx.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. La C-FC previno el dafio inducido por “J®i en mitocondrias de cerebro de rata por
medio de la inhibicion de la Transicion de Permigddd Mitocondrial.

2. La C-FC inhibi¢ la reaccion de Fenton generadavptiametria ciclica.

3. La C-FC protegio a las células PC12 del dafio irtupor HO, y por glutamato, y a las
SH-SY5Y frente al efecto pro-oxidante dé38OOH.

4. La C-FGoy, tanto en esquemarofilactico como terapéutico, ejercido un potentecto
neuroprotector frente al dafio cerebral isquémic@enbos de Mongolia, al reducir el
volumen de infarto, el déficit neurolégico y el rést oxidativo, asi como preservar la
viabilidad neuronal en el hipocampo, la actividadoimotora y la sobrevivencia de los
animales tratados.

5. Se demostré que la C-Ficocianina es el principitivacresponsable del efecto
neuroprotector de la C-kés, en gerbos de Mongolia.

6. La C-FC y su croméforo, la FCB, protegieron de mam®sis-dependiente a las neuronas
de la capa nuclear interna de la retina de rata®tidas a una isquemia/reperfusion por
aumento de la presion intraocular.

7. La administracion de C-FC y FCB logro ejercer unadulacion positiva sobre la
expresion de genes asociados a procesos inmunmdogit el modelo de penumbra por
hipoperfusion cerebral aguda en ratas, asi comacioglados con la fisiologia
neurovascular.

8. La C-FC y la FCB contrarrestaron el incrementoapdroxidacion lipidica inducida por
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la OPACC en su fase aguda, mientras que la FCBnaslandujo la actividad SOD sin
efecto alguno sobre la CAT en suero y regionescales.

9. La C-FC previno la pérdida neuronal en el hipocaunpaatas a los 30 dias posteriores a
la OPACC.

10.La C-FC disminuyd significativamente el deterioreurolégico, la pérdida de peso
corporal y el volumen de infarto cerebral inducpw la endotelina-1 sobre la ACM en
ratas, e inhibi6 la expresion de NOX2/gp91phox gdareproduccion de superoxido en

las areas isquémicas cerebrales.

107



RECOMENDACIONES

5.2. RECOMENDACIONES

1. Profundizar en otros aspectos farmacolégicos rateggpara la aplicacion clinica de estos
productos, tales como la farmacocinética, la ventarapéutica, y la toxicologia.

2. Estudiar la accién de la C-FC y la FCB en modealmasbaticos de oclusion de la ACM.

3. Determinar si la actividad anti-inflamatoria de a@ambmoléculas ejerce algun efecto
depresor sobre el estado del sistema inmune pasétvento isquémico.

4. Explorar la modulacion de otros procesos mitoca@belsi en el efecto anti-isquémico de
ambos compuestos (mitogénesis, mitofagia, expredaenes mitocondriales).

5. Identificar el efecto de la C-FC y la FCB sobre cadores celulares especificos de la
unidad neurovascular.

6. Profundizar en el efecto de ambos compuestos snbdéadores especificos de diversos
tipos de muerte celular (necrosis, apoptosis, agiaf necroptosis).

7. Desarrollar ensayos clinicos con vistas a confirtagracciones de estos compuestos en

pacientes que sufren un infarto cerebral.
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ANEXOS

ANEXO 1

Representacion esquematica de la estructura nativde la C-Ficocianina (C-FC) y la
Ficocianobilina (FCB)*
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! Padyana AK, Bhat VB, Madyastha KM, Rajashankar RRmakumar S. Crystal structure of a light-harvestin
protein C-Phycocyanin from Spirulina platensis.@iem Biophys Res Commun 2001; 282: 893-98.




ANEXOS
Purificacion de FCB

Se partio de 30 g de biomasaSi@latensis, resuspendida en 100 mL de buffer Tris 20 mM, pH
8,0 luego sonicada durante 20 min para la rupterasicélulas, y centrifugada a 10 000 x g por
20 min. El material soluble se elimind por ultraéicion con Amicon® Ultra 30 K (Millipore,
Billerica, MA, EEUU). El extracto rico en C-Ficocima obtenido se diluydé en 320 mL de
metanol, con agitacién lenta en la oscuridad poh,18 40°C. Los productos de esta etapa de
metandlisis fueron concentrados con Amicon® UltBak3 (Millipore, Billerica, MA, EEUU),
seguido por su dilucion seriada seis veces en dgsidada, y su transferencia a un recipiente
Amicon® Ultra 10 K (Millipore, Billerica, MA, EEUU) El filtrado obtenido se pasd por una
columna Vidac C18 (10 um, 1x25 cm) (Vydac, HespedA, EEUU) de HPLC (del inglés:
“high-performance liquid chromatography”), equilildia con solucion de &cido trifluoroacético
0,1% (en agua milli-Q) seguida por un gradient® de65% de &cido trifluoroacético 0,1% (en
etanol 96%). La FCB obtenida fue liofilizada y abemada a -AT hasta su uso. El espectro de
absorbancia se realiz6 empleando un espectrofotdrdét-VIS Ultrospec2000 (GE Healthcare,

EEUU).
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Espectro de absorcion (A) de C-FC y corrida electiforética en SDS-PAGE (B) revelada

con tincion de plata? (u.a.: unidades arbitrarias)
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’ Heukeshoven J, Dernick R. Simplified method fovesilstaining of proteins in polyacrylamide gels amel

mechanism of silver staining. Electrophoresis 1983;03.




ANEXOS

ANEXO 2

Cebadores empleados para el analisis de la expraside genes mediante la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa cuantitativa en Tiempo Real

Nombre del gen (del inglés) y simbolo

Identificador

Cebadorsentido

Cebador antisentido

en NCBI* (direccién5-3) (direccion 5°-3)
Pepfidylprolyl isomerase A (Poia) NM_017101 1 TTTCGCGCTTGCTGCAGACA AACAGCTCGAAGCAGACGCGAC
Trypiophan hydroxylase 2 (Tph2) NM_173839.2 ACAACGTCCCGCAGCTGGAAGA TGCCGCACGTACTGAGTGCAGT
$100 calciurn binding protein A5 (S100a5) NM_0011064381  ACCACGCTGTGCATGGCCTACA AAGAAAGAGAAGGGCAGGGEGECT

Chemokine (C-C motif) igand 12 (Ccl12)

NADH dehydrogenase (ubiguinene) 1 beta
subcomplex 2 (NDUFB1)

NM_001105822.1

NM_001108624.2

AATCACAAGCAGCCAGTGTCCCCG

ATGGTGGACACATICAGCCCCGGT

ACCCACTTCTCCTTGGGGTCAGCA

ACCCAGCACAGCATCCGAGTCA

Myelin and lymphocyte protein (Mal) NM_012788 1 TGCAGCCTACCACTGTGTGGCT AGGCGAACACCACTGCAGCGAT
B-cell leukemia / lymphoma 2 related protein A1 NM_133416.1 TGGAGGCTGGGAAGATGGCTTCACA — AGGGAGCCAGGGTTCTCTCTGGTCA
(Bcl-2a1)

MHC-ll invariant chain (CD74) NM_013069.2 AAACCTGTGAGCCCGATGCGCA TCACGGGCGCTTGGAGCATGTT
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated NM_057196.1 TCAGCAACAAGCAGGGCGAGCT AGCGGAGTTCTTGGCCACTGCA
protein 2 (Baiap?2)

Heme oxygenase 1 (Hmoxf) NM_012580.2 TGCAGAGACGCCCCGAGGAAAA TGCCACGGTCGCCAACAGGAAA
Matrix metallopeptidase 2 (Mmp2) NM_031054.2 TGGATGCAGTCGTGGACCTGCA AGCAGCCCAGCCAGTCCGATTT
Gligl fibrillary acidic protein ( Gfap) NM_017009.2 ACGTTGCTTCCCGCAACGCA TTCGTGCCGCGCAAGGACTCAA
CCAAT/enhancer binging protein beta (C/EBPS) NM_0241254 GCAACAACATCGCGGTGCGCAA AGCACCTTGTGCTGCGTCTCCA
Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 NM_001077640.1 CGCCGGGAAAGCATTGCACGAA TCGGCAGCCAGCACGCAAAA
gamma (Gadd45g)

Interleukin-17A (IL-17A) NM_001108897.1  TGTGTCCAAACGCCGAGGCCTAA AGGGCCTTCTGGAGCTCGCTTT
Interferon gamma (IFN-y) NM_138880.2 TGCTACACGCCGCBTCTTGGRTT TGAGTGTGCCTTGGCAGTAACAGCC
Interleukin-4 (iL-4) NM_201270.1 ACCGGGAACGGTATCCACGCATGT CCGTGGTGTTCCTIGTTGCCET
Interleukin-B (IL-6) NM_012589.1 TGTCTCGAGCCCACCAGGAACGAA AGGGAAGGCAGTGGCTGTCAACA
Transforming growth factor beta 1 (TGF-51) NM_021578.2 ACGCCAAAGAAGTCACCCGCGT ACGGGACAGCAATGCGGGTTCT
Forkhead box P3 (Foxp3) NM_001108250 1 GCCTGCACAAGTGCTTTGTGCG TTGGAGCACTTGCTGGGGCGTT
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 ( Cxc/2) NM_053647 1 GCAAGCTCCCTCCTGTGCTCAA CACTGGCCACAACAACCCCTGT
Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) NM_012967 1 ATTGCGGGCTTCGTGATCGTGG AGGCGBGGCTTGTACCTTGAGT
Interleukin 1 beta (IL-1 ) NM_031512.2 ACGTGTGTTTCCCTCCCTGCCT TCGACAATGCTGCCTCGTGACT
Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) NM_012675.3 TACACTGGCCCGAGGCAACACA AGACACCGCCTGGAGTTCTGGA
Vascular endothelial growth faclor (VEGFA) NM_031836.2 AGGCCGAAGTCTGTTTGCCTGC TCAGGGCCAGGGATGGGTTTGT

#NCBI: National Center for Biotechnology Informatio
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ANEXO 3

Genes diferencialmente modulados en la corteza céral anterior por el tratamiento de
FCB luego de la oclusién permanente de las arteri@airotidas comunes (OPACC) en ratas.

Genes con expresion aumentada:

1 Rpll0a ribosomal protein L10A 1.0003421 2.48
2 L0OC692042 hypothetical protein LOC692042 1.0004745 2.47
3 LOC678805 hypothetical protein LOC678805 1.0004745 2.47
4 Pter phosphotriesterase related 1.0000625 2.38
5 RGD1561231 similar to MAP/microtubule affinity- 0.9971666 2.33
regulating kinase 4 (MAP/microtubule
affinity-regulating kinase like 1)

6 RGD1561546 similar to serine/threonine kinase 0.9971666 2.33
RGD1565379 similar to serine/threonine kinase 0.9971666 2.33
LOC689107 similar to MAP/microtubule affinity- 0.9971666 2.33

regulating kinase 3
9 Slc39al12 solute carrier family 39 (zinc transporter), 1.00016 2.19
member 12
10 Acsm3 acyl-CoA synthetase medium-chain 0.98966146 2.07
family member 3
11 Fcgr2b Fc fragment of IgG, low affinity Ilb, 1.0006138 2.06
receptor (CD32)
12 Adamtsl ADAM metallopeptidase with 0.9915726 2.01
thrombospondin type 1 motif, 1
13 Obp3 alpha-2u globulin PGCL4 1.0001878 1.99
14 Mup4 major urinary protein 4 1.0001878 1.99
15 Mup5 major urinary protein 5 1.0001878 1.99
16 L0OC298109 alpha-2u globulin PGCL2 1.0001878 1.99
17 LOC259246 alpha-2u globulin PGCL1 1.0001878 1.99
18 LOC298116 alpha-2u-globulin (L type) 1.0001878 1.99
19 L0OC298111 alpha2u globulin 1.0001878 1.99
20 LOC259244 alpha-2u globulin PGCL3 1.0001878 1.99
21 L0C685482 similar to alpha2u globulin 1.0001878 1.99
22 LOC366380 alpha 2U globulin 1.0001878 1.99
23 St13 suppression of tumorigenicity 13 1.00031 1.94
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24 Ndst4 N-deacetylase/N-sulfotransferase 1.080613 1.90
(heparan glucosaminyl) 4

25 Ogn osteoglycin 1.0014311 1.85

26 Nuprl transcriptional regulator 1 1.0002831 1.83

27 lairl leukocyte-associated immunoglobulin- 0.98377675 1.80
like receptor 1

28 Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 0.9790033 1.79

29 Rxfp2 relaxin/insulin-like family peptide 1.0015999 1.78
receptor 2

30 Gpr34 G protein-coupled receptor 34 1.0015812 1.78

31 Cask calcium/calmodulin-dependent serine 1.0015812 1.78
protein kinase (MAGUK family)

32 Ptgds prostaglandin D2 synthase (brain) 1.0004019 1.78

33 Slc43a3 solute carrier family 43, member 3 1.0005454 1.77

34 LOC687897 hypothetical protein LOC687897 1.0014162 1.73

35 LOC691962 hypothetical protein LOC691962 1.0014162 1.73

36 Obox2 oocyte specific homeobox 2 1.0009596 1.72

37 LOC680377 similar to Acidic leucine-rich nuclear 0.9838403 1.71
phosphoprotein 32 family member A
(Leucine-rich acidic nuclear protein)

38 P2ryl2 purinergic receptor P2Y, G-protein 1.0017537 1.71
coupled, 12

39 Thrsp thyroid hormone responsive 1.0017229 1.71

40 Serpina3n serine (or cysteine) peptidase inhibitor, 0.9116652 1.70
clade A, member 3N

41 1L0OC690826 similar to protocadherin beta 16 1.0017138 1.69

42 Cox4i2 cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1.0014646 1.68
2

43 10C289673 similar to Glyceraldehyde-3-phosphate 1.0013652 1.68
dehydrogenase (GAPDH)

44 Alox5ap arachidonate 5-lipoxygenase activating 1.0012794 1.67
protein

45 RGD1560825 similar to putative protein kinase 1.0012462 1.67

46 RGD1564858 similar to putative protein kinase 1.0012462 1.67

47 RGD1565231 similar to putative protein kinase 1.0012462 1.67

48 RGD1561339 similar to putative protein kinase 1.0012462 1.67

49 |L0C689299 similar to serine/threonine kinase 1.0012462 1.67
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50 C3arl complement component 3a receptor 1 1.0005891 1.66

51 Pld4 phospholipase D family, member 4 1.0016338 1.64

52 Slc9a4 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen 1.0009445 1.64
exchanger), member 4

53 Elmod2 ELMO/CED-12 domain containing 2 0.9832045 1.63

54 Csfilr colony stimulating factor 1 receptor 1.0017077 1.63

55 Kcnj13 potassium inwardly-rectifying channel, 1.0005134 1.62
subfamily J, member 13

56 Ptx3 pentraxin related gene 1.0232165 1.62

57 Inpp5d inositol polyphosphate-5-phosphatase D 1.000715 1.61

58 Mtla metallothionein 1a 1.0003173 1.60

59 Slcl3a4 solute carrier family 13 (sodium/sulfate 1.0006903 1.59
symporters), member 4

60 Cd163 CD163 molecule 1.0004808 1.59

61 Hist2h2bb histone cluster 2, H2bb 1.0007834 1.59

62 Tcfap2d transcription factor AP-2, delta 1.0018251 1.58

63 Styx serine/threonine/tyrosine interacting 0.9862402 1.58
protein

64 RGD1562607 similar to Serine/threonine/tyrosine 0.9862402 1.58
interacting protein (Protein tyrosine
phosphatase-like protein)

65 Laptm5 lysosomal protein transmembrane 5 1.0014367 1.58

66 RGD1561231 similar to MAP/microtubule affinity- 1.0111173 1.58
regulating kinase 4 (MAP/microtubule
affinity-regulating kinase like 1)

67 RGD1565379 similar to serine/threonine kinase 1.0111173 1.58

68 RGD1561546 similar to serine/threonine kinase 1.0111173 1.58

69 LOC689107 similar to MAP/microtubule affinity- 1.0111173 1.58
regulating kinase 3

70 Hist2h4 histone cluster 2, H4 1.0006368 1.57

71 Nirxl NLR family member X1 1.0013928 1.57

72 Ccr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 0.98649675 1.56

73 LOC305698 similar to Glutaredoxin-1 0.98654866 1.56
(Thioltransferase-1) (TTase-1)

74 L0OC679752 similar to Glutaredoxin-1 0.98654866 1.56
(Thioltransferase-1) (TTase-1)

75 Mtla metallothionein 1a 1.0010897 1.55

76 1128ra interleukin 28 receptor alpha 1.0008624 1.55
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77 Mpegl macrophage expressed gene 1 1.0012946 1.55
78 Sypl2 synaptophysin-like 2 1.0242367 1.54
79 RGD1561928 similar to ribosomal protein L9 1.0009125 1.53
80 Fcgr2b Fc fragment of IgG, low affinity Ilb, 1.0015416 1.53
receptor (CD32)
81 LOC498276 Fc gamma receptor Il beta 1.0015416 1.53
82 (Cfh complement factor H 1.0009991 1.53
83 Cyr6l cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 1.0016309 1.52
84 Itgbll integrin, beta-like 1 1.0000517 1.52
85 RGD1566229 similar to 60S ribosomal protein L7a 1.0019628 1.52
86 LOC499070 similar to 60S ribosomal protein L7a 1.0019628 1.52
87 A2m alpha-2-macroglobulin 0.9938268 1.52
88 Ttr transthyretin 0.9907679 1.52
89 lItgh2 integrin, beta 2 1.0013658 1.51
90 Tc2n tandem C2 domains, nuclear 0.9936914 1.50
91 LOC690885 similar to NADH dehydrogenase 1.0011051 1.50
(ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6,
17kDa isoform 2
92 SlIcl3a3 solute carrier family 13 (sodium- 1.0010041 1.50
dependent dicarboxylate transporter),
member 3
93 Cd93 CD93 molecule 1.00137 1.50
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Genes con expresion disminuida:

1 RGD1564409 similar to hypothetical protein 1.0041474 -1.50
4930509022
2 L0C300308 similar to hypothetical protein 1.0041474 -1.50
4930509022
3 LOC500815 similar to par-1 CG8201-PO, isoform O 1.0041474 -1.50
4 L0C687373 similar to ribosomal protein S14 1.0039603 -1.50
5 LOC691255 similar to ribosomal protein S14 1.0039603 -1.50
6 Mphosph8 M-phase phosphoprotein 8 1.0027357 -1.50
7 Ctrl chymotrypsin-like 1.0021633 -1.50
8 EmIS echinoderm microtubule associated 1.0036011 -1.51
protein like 5
9 Dppa3 developmental pluripotency-associated 3 0.9993232 -1.51
10 RGD1560771 similar to STELLA 0.9993232 -1.51
11 RGD1559950 similar to STELLA 0.9993232 -1.51
12 LOC679766 similar to developmental pluripotency- 0.9993232 -1.51
associated 3
13 LOC682399 similar to developmental pluripotency- 0.9993232 -1.51
associated 3
14 Vofle ischemia related factor vof-16 0.99194276 -1.52
15 Rpl21 ribosomal protein L21 1.0035106 -1.52
16 RGD1566326 similar to ribosomal protein L21 1.0035106 -1.52
17 RGD1565159 similar to ribosomal protein L21 1.0035106 -1.52
18 RGD1562469 similar to ribosomal protein L21 1.0035106 -1.52
19 Rpl21-ps1 ribosomal protein L21, pseudogene 1 1.0035106 -1.52
20 RGD1309108 similar to hypothetical protein FLJ23554 0.9807649 -1.52
21 Vwa3a von Willebrand factor A domain containing 0.98419255 -1.53
3A
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22 Lrrc8e leucine rich repeat containing 8 family, 1.0034237 -1.53
member E
23 0Ir907 olfactory receptor 907 1.0029461 -1.54
24 O0Ir917 olfactory receptor 917 1.0029461 -1.54
25 0Ir883 olfactory receptor 883 1.0029461 -1.54
26 0Ir910 olfactory receptor 910 1.0029461 -1.54
27 0Ir990 olfactory receptor 990 1.0029461 -1.54
28 Pkib protein kinase (cCAMP-dependent, 1.0042293 -1.54
catalytic) inhibitor beta
29 Priml DNA primase, p49 subunit 0.9813308 -1.56
30 RGD1560825 similar to putative protein kinase 1.0026819 -1.57
31 RGD1564858 similar to putative protein kinase 1.0026819 -1.57
32 RGD1565231 similar to putative protein kinase 1.0026819 -1.57
33 Proml prominin 1 1.0051613 -1.57
34 Rpl21 ribosomal protein L21 1.0033706 -1.58
35 RGD1562469 similar to ribosomal protein L21 1.0033706 -1.58
36 RGD1565159 similar to ribosomal protein L21 1.0033706 -1.58
37 Rpl21-psl ribosomal protein L21, pseudogene 1 1.0033706 -1.58
38 Ngo2 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 1.0045748 -1.58
39 H3f3b H3 histone, family 3B 0.9905904 -1.59
40 LOC686736 similar to H3 histone, family 3B 0.9905904 -1.59
41 Pdk4 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 1.003173 -1.59
42 Sucnrl succinate receptor 1 1.002122 -1.60
43 Abcg2 ATP-binding cassette, subfamily G (WHITE),  1.0044818 -1.61
member 2
44 Rnfl35 ring finger protein 135 1.004105 -1.62
45 Sfrs12ipl SFRS12-interacting protein 1 1.0046892 -1.62
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46 Rimklb ribosomal modification protein rimK-like 1.0042729 -1.66
family member B

47 Rpl37 ribosomal protein L37 1.0019737 -1.68

48 RGD1561310 similar to ribosomal protein L37 1.0019737 -1.68

49 RGD1560186 similar to ribosomal protein L37 1.0019737 -1.68

50 LOC690840 similar to ribosomal protein L37 1.0019737 -1.68

51 Xkr8 XK, Kell blood group complex subunit- 0.98558015 -1.72
related family, member 8

52 Xk X-linked Kx blood group (McLeod 0.98558015 -1.72
syndrome) homolog

53 Smpdi3b sphingomyelin phosphodiesterase, acid- 0.98558015 -1.72
like 3B

54 L0OC688389 similar to solute carrier family 7 (cationic 1.0035477 -1.72
amino acid transporter, y+ system),
member 12

55 Idi2l isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1.0455029 -1.73
2-like

56 RGD1564999 similar to isopentenyl-diphosphate delta 1.0455029 -1.73
isomerase 2

57 Gsbs G substrate 1.0036352 -1.74

58 Pcp2 Purkinje cell protein 2 1.0032631 -1.77

59 LOC686123 similar to leucine rich repeat and coiled- 1.0034708 -1.80
coil domain containing 1

60 RGD1564240 similar to T cell receptor V delta 6 0.98328704 -1.82

61 LOC678814 hypothetical protein LOC678814 0.98328704 -1.82

62 L0OC689299 similar to serine/threonine kinase 0.99019337 -1.83

63 Car8 carbonic anhydrase 8 1.0011338 -1.83
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64 Zicl Zic family member 1 (odd-paired homolog, 1.0015225 -1.83
Drosophila)
65 116 interleukin 16 1.0021298 -1.90
66 Kat5 K(lysine) acetyltransferase 5 0.9808836 -1.92
67 RGD1565455 similar to 60S ribosomal protein L29 (P23) 0.9808836 -1.92
68 Calb2 calbindin 2 1.0008416 -1.94
69 Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 1.0048788 -2.01
70 Rpl21 ribosomal protein L21 0.9855979 -2.05
71 RGD1566326 similar to ribosomal protein L21 0.9855979 -2.05
72 RGD1562469 similar to ribosomal protein L21 0.9855979 -2.05
73 Rpl21-psl ribosomal protein L21, pseudogene 1 0.9855979 -2.05
74 RGD1563738 similar to Discs, large homolog 5 (Placenta 0.996334 -2.06
and prostate DLG)
75 L10C681283 similar to Discs large homolog 5 (Placenta 0.996334 -2.06
and prostate DLG) (Discs large protein P-
dig)
76 LOC686038 similar to Discs large homolog 5 (Placenta 0.996334 -2.06
and prostate DLG) (Discs large protein P-
dlg)
77 LOC685965 similar to spermatogenesis associated 0.996334 -2.06
glutamate (E)-rich protein 4b
78 OIr779 olfactory receptor 779 1.0006193 -2.15
79 OIr780 olfactory receptor 780 1.0006193 -2.15
80 Cbhinl cerebellin 1 precursor 1.0014884 -2.19
81 RGD1560224 RGD1560224 1.0006505 -2.21
82 Rnfl35 ring finger protein 135 1.0006505 -2.27
83 Neurodl neurogenic differentiation 1 1.0005897 -2.34
84 Sms spermine synthase 0.97657526 -2.63
85 Mrpl4l mitochondrial ribosomal protein L41 0.9941489 -2.91
86 RGD1560917 similar to mitochondrial ribosomal protein 0.9941489 -2.91

L41




ANEXOS

87 LOC501427 similar to Spetex-2F protein 1.0000674 -3.01
88 LOC685904 similar to Spetex-2F protein 1.0000674 -3.01
89 LOC688507 similar to Spetex-2F protein 1.0000674 -3.01
90 Fat2 FAT tumor suppressor homolog 2 1.0000964 -3.43
(Drosophila)
91 CbIn3 cerebellin 3 precursor 0.9999993 -4.71
92 Gabrab gamma-aminobutyric acid (GABA) A 0.9999653 -6.24
receptor, alpha 6
93 L0C499782 similar to 60S ribosomal protein L12 1.004927 -6.51
94 RGD1564883 similar to 60S ribosomal protein L12 1.004927 -6.51
95 Rpll2 ribosomal protein L12 1.004927 -6.51
96 RGD1563956 similar to 60S ribosomal protein L12 1.004927 -6.51
97 LOC685320 similar to 60S ribosomal protein L12 1.004927 -6.51
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ANEXO 4

Produccion cientifica relacionada con el tema de l@sis:

Publicaciones

1.

Penton-Rol G*Marin-Prida J *, Pardo-Andreu G, Martinez-Sanchez G, Acosta-Madifr,
Valdivia-Acosta A, Lagumersindez-Denis N, Rodrigidénénez E, LlOpiz-Arzuaga A,
Lopez-Saura PA, Guillén-Nieto GE, Pentdn-Arias EPIG/cocyanin is neuroprotective
against global cerebral ischemia/reperfusion injargerbils.Brain Research Bulletin 2011,
Aug 10; 86 (1-2): 42-52. Impact Factor® 2012 Thomdeeuters: 2,935. *Co-autoria
principal compartida.

Marin-Prida J, Pentdn-Rol G, Rodrigues FP, Alberici LC, Striatih K, Leopoldino AM,
Naal Z, Polizello ACM, Ll6piz-Arzuaga A, Rosa MNjHerato JL, Santos WF, Uyemura
SA, Pentdn-Arias E, Curti C, Pardo-Andreu GL. C-&doyanin protects SH-SY5Y cells
from oxidative injury, rat retina from transientcigemia and rat brain mitochondria from
Ca2+/phosphate-induced impairmedrtain Research Bulletin 2012; 89: 159-167.

Marin-Prida J*, Pavon-Fuentes N*, Ll6piz-Arzuaga A, Massé JRcR® LD, Mendoza-
Mari Y, Santana SP, Cruz-Ramirez A, ValenzuelaaSiB; Nazabal-Galvez M, Cintado-
Benitez A, Pardo-Andreu GL, Polentarutti N, Riva Fenton-Arias E, Penton-Rol G.
Phycocyanobilin promotes PC12 cell survival and vhaigs immune and inflammatory
genes and oxidative stress markers in acute cérbppmperfusion in ratsToxicol Appl
Pharmacol 2013 Oct 1; 272(1): 49-60.Impact Factor® 2012 TeomReuters: 3,975. *Co-
autoria principal compartida.

Marin-Prida J, Pavon-Fuentes N, LIOpiz-Arzuaga A, Fernandez-Kas, Delgado-Roche
L, Mendoza-Mari Y, Polentarutti N, Riva F, Pardodkeu GL, Pentdn-Arias E, Penton-Rol
G. C-Phycocyanin prevents,® and glutamate induced toxicities in PC12 cells and
attenuates brain damage in rats with cerebral hsgegion.Clin Exp Pharmacol Physiol
2014 (En revision). Impact Factor® 2012 ThomsontBau 2,16.

Marin-Prida J, Liberato JL, Batista Xavier JR, Stringhetta K,opeldino AM, Polizello
ACM, Llbpiz-Arzuaga A, dos Santos WF, Uyemura SAriCC, Pentén-Rol G, Pardo-
Andreu GL. Post-ischemia C-Phycocyanin therapy qutst against endothelin-1 induced
cerebral infarction: inhibitory effects on NADPHidase. (En preparacion)

Resumenes publicados de trabajos presentados en etes cientificos

1.

Marin-Prida J, Pardo-Andreu GL, Acosta EF, Lagumersindez-DenidMirtinez-Sanchez
G, Pentén-Rol G, Penton-Arias E. Neuroprotectivéeatf of orally administered C-
Phycocyanin against global cerebral ischemic/resavh injury in gerbilsRevista Cubana
deFarmacia 2011; 45 (Suppl. 1): 31.
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2. Marin-Prida J, Pavon N, Stringhetta K, Leopoldino AM, MendozafM¥é, Figueredo YN,
Llopiz-Arzuaga A, Nunes-Rosa M, Liberato JL, CruzFerrera dos Santos W, Delgado R,
Guillén-Nieto G, Pentén-Arias E, Curti C, Pardo-Aeu GL, Penton-Rol G. C-Phycocyanin
and Phycocyanobilin are neuroprotective in modéIBrain IschemiaRevista Cubana de
Farmacia 2012; 46 (Suppl. 2): 77.

3. Pentdn-Rol GMarin-Prida J, Ll6piz-Arzuaga A, Cervantes-Llanos M, Pavon NicBa-
Cama V, Fernandez-Masso J, Nazabal-Gélvez M, Camifez A, Pardo Andreu GL,
Penton-Arias E. Molecular mechanisms associategeto therapies for Multiple Sclerosis
and StrokeRevista Cubana de Farmacia 2012; 46 (Suppl. 2): 61.

4. Marin-Prida J, Fuentes NP, Arzuaga AL, Mass0 JR, Ramirez ACgmRafutti N, Riva F,
Arias EP, Mantovani A, Penton-Rol G (2013). Phy@wmpbilin positively modulates
inflammatory genes in acute cerebral hypoperfusiomats. Front Immunol. Conference
Abstract: 15th International Congress of Immunology (ICI).
doi:10.3389/conf.fimmu.2013.02.00391

Presentaciones en eventos cientificos

1. Marin-Prida J, Pardo-Andreu GL, Acosta EF, Lagumersindez-Dhi#lartinez-Sanchez
G, Pentén-Rol G, Penton-Arias E. Neuroprotectivéeatf of orally administered C-
Phycocyanin against global cerebral ischemic/regsesh injury in gerbils. 3rd International
Congress Havana Redox 2011, January 27-29, HaCaha,. Plenary Lecture.

2. Marin-Prida J, Pentdn-Rol G, Mendoza-Mari Y, Lagumersindezi®&h LIopiz-Arzuaga
A, Pardo-Andreu GL. C-Phycocyanin protects PC1l&aainst toxicity induced by H202
and glutamate. Immunopharmacology 2011, 2nd. Iatenal Workshop on
Neuroimmunology, June 26-30, Varadero, MatanzabaCRoster.

3. Marin-Prida J, Pentén-Rol G, Pardo-Andreu G, Martinez-SaneheAcosta-Medina EF,
Valdivia-Acosta A, Lagumersindez-Denis N, Rodrigidénénez E, Llopiz-Arzuaga A,
Lopez-Saura PA, Guillén-Nieto GE, Penton-Arias HerBpeutic administration of C-
Phycocyanin protects against global cerebral iscdeeperfusion damage in gerbils. 8th
International Congress of Pharmaceutical Sciend8#~ARP 2011, August 21-24, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, Brazil. Poster award.

4. Marin-Prida J, Pavén N, Stringhetta K, Leopoldino AM, Mendd4ari Y, Figueredo YN,
Llopiz-Arzuaga A, Nunes-Rosa M, Liberato JL, CruzFerrera dos Santos W, Delgado R,
Guillén-Nieto G, Pentdn-Arias E, Curti C, Pardo-Aeu GL, Penton-Rol G. Neuroprotective
effects of C-Phycocyanin and Phycocyanobilin onvitno and in vivo models of brain
Ischemia. International Congress Biotecnologia Hab&012, March 5-8, Center of
Conventions, Havana, Cuba. Poster.




ANEXOS

. Penton-Rol GMarin-Prida J, Ll6piz Arzuaga A, Cervantes Llanos M, Pavonrites N,
Valenzuela Silva C, Falcén Cama V, Fernandez MaBsdNazabal Galvez M, Cruz Ramirez
A, Pardo Andreu GL, Penton-Arias E. Molecular metghes associated to new therapies for
multiple sclerosis and stroke. International CosgrBiotecnologia Habana 2012, March 5-8,
Center of Conventions, Havana, Cuba. Oral presentat

. Marin-Prida J, Pavén N, Stringhetta K, Leopoldino AM, Mendd4ari Y, Figueredo YN,
Llopiz-Arzuaga A, Nunes-Rosa M, Liberato JL, Cruz @antos WF, Delgado R, Guillén-
Nieto G, Pentdn-Arias E, Curti C, Pardo-Andreu Glgnton-Rol G. C-Phycocyanin and
Phycocyanobilin protect neurons and modulate nearoune interactions in models of brain
Ischemia. "John Humphrey" Advance Immunology Caogriee "Adaptive and Innate
Immunity”, March 19-21, 2012. Foundation for thewNEkatin-American Cinema, Havana,
Cuba. Poster.

. Marin-Prida J, Pentén-Rol G, Postalli Rodrigues F, Llopiz-Aaga A, Curti C, Pardo-
Andreu GL. Antioxidant activity of C-Phycocyanin BH-SY5Y cell line and isolated rat
brain mitochondria. Cubafarmacia 2012, Xl Congresks the Cuban Society of
Pharmaceutical Sciences, Hotel Nacional de Cubg, MHL, 2012, Havana, Cuba. Poster.

. Marin-Prida J, Stringhetta K, Leopoldino AM, Mendoza-Mari Y ufez-Figueredo Y,
Llopiz-Arzuaga A, Nunes-Rosa M, Liberato JL, DelgaR, Ferreira dos Santos WF,
Guillén-Nieto G, Pentdn-Arias E, Curti C, Pardo-A&u GL, Pentdn-Rol G. Neuroprotective
Effects of C-Phycocyanin in Neuronal Cell Lines ahdnsient Ischemic Rat Retina. 41
Annual Meeting of the Brazilian Association of Bimmistry and Molecular Biology,
Convention Center of the Rafain Palace Hotel, Feagliazu, May 19-22, 2012, Parana,
Brazil. Poster.

. Marin-Prida J, Pavén N, Stringhetta K, Leopoldino AM, Li6pizzdlaga A, Nunes-Rosa M,

Liberato JL, Ferreira dos Santos W, Penton-Aria€ti C, Pardo-Andreu GL, Penton-Rol
G. New mechanisms involved in the neuroprotectivdioas of C-Phycocyanin and

Phycocyanobilin in models of brain ischemia. 6thnAal Canadian Neuroscience Meeting,
May 20-23, 2012, Sheraton Hotel, Vancouver, Bri@iiumbia, Canada. Poster.

10.Marin-Prida J, Pavon N, Stringhetta K, Leopoldino AM, Mendddari Y, Figueredo YN,

Llopiz-Arzuaga A, Nunes-Rosa M, Liberato JL, CruzFerrera dos Santos W, Delgado R,
Guillén-Nieto G, Penton-Arias E, Curti C, Pardo-Agw GL, Penton-Rol G. C-Phycocyanin
and Phycocyanobilin are neuroprotective in modél8min Ischemia. Fapronatura 2012,
3rd. International Congress on Pharmacology of M&teroducts, June 6-10, Topes de
Collantes, Trinidad, Cuba. Oral Presentation.

11.Marin-Prida J, Penton-Rol G, Rodrigues FP, Alberici LC, Sthietta K, Leopoldino AM,

Naal Z, Morseli Polizello AC, Llopiz-Arzuaga A, Nas Rosa M, Liberato JL, Santos WF,
Uyemura SA, Penton-Arias E, Curti C, Pardo-Andreu. @-Phycocyanin protects SH-
SY5Y cells, rat retina and isolated rat brain nfitmedria against ischemic insults.
International Workshop on Pharmacy and Food Scg&n8el0 July, 2012, Hotel Melia




ANEXOS

Habana, Cuba. Poster.

12.Marin-Prida J, Mendoza-Mari Y, Llopiz-Arzuaga A, Delgado-RodhePardo-Andreu GL,
Pentdon-Rol G. Standardization of an in vitro neoxatity model in PC12 cells to investigate
potential treatments for ischemic stroke: effedt€CePhycocyanin. Poster. Scientific Event
“Neurosciences in Cuba 1962-2012”, October 17-1®122 Higher Institute of Medical
Sciences “Victoria de Giron”, Havana, Cuba. Poster.

13.Marin-Prida J, Cruz-Ramirez A, Pavon-Fuentes N, Llopiz-Arzuag@ardo-Andreu GL,
Penton-Arias E, Pentdén-Rol G. Therapeutic potdatigal of natural products against
ischemic stroke. Scientific Event “Giron 2013”, Mpfi5-19, 2013. Higher Institute of
Medical Sciences “Victoria de Giron”, Havana, CuBaster.

14.Marin-Prida J, Pavon-Fuentes N, Rodrigues FP, Alberici LEin§hetta K, Leopoldino
AM, Lldépiz-Arzuaga A, Liberato JL, Santos WF, UyerauSA, Pentén-Arias E, Curti C,
Pardo-Andreu GL, Pentén-Rol G. C-Phycocyanin: a meamising therapeutic candidate
against ischemic stroke. 42 Annual Meeting of Brazilian Association of Biochemistry
and Molecular Biology, Convention Center of the &afPalace Hotel, Foz de Iguazu, 18-21
May, 2013, Parana, Brazil. Poster award.

15.Marin-Prida J, Pavon-Fuentes N, Llopiz-Arzuaga A, FernandezddalR, Cruz-Ramirez
A, Polentarutti N, Riva F, Penton-Arias E, Mantovan Penton-Rol G. Phycocyanobilin
positively modulates inflammatory genes in acuteeloeal hypoperfusion in rats. 15th
International Congress of Immunology (ICl 2013).lai Congress Center, Milan, lItaly,
August 22-27, 2013. Poster.

16.Marin-Prida J. Mitochondria as a therapeutic target for nexgigetion against ischemic
stroke. VI MitoMeeting, September 3-6, 2013, Guapdinas Gerais, Brazil. Oral
presentation.

17.Marin-Prida J, Pavon-Fuentes N, LI6piz-Arzuaga A, FernandezddalR, Delgado-Roche
L, Cruz-Ramirez A, Valenzuela-Silva C, Nazébal-®alW, Cintado-Benitez A, Pardo-
Andreu GL, Polentarutti N, Riva F, Pentdn-Ariasfenton-Rol G. Phycocyanobilin induces
a protective gene expression profile and restdnesrédox balance in a model of acute
cerebral hypoperfusion in Wistar rats. 20th Latim&ican Congress of Pharmacology and
Therapeutics (Latinfarma 2013). 21-25 de Octubfd4,32 Palacio de las Convenciones, La
Habana, Cuba. Poster award.

18.Marin-Prida J, Pavon-Fuentes N, LIopiz-Arzuaga A, FernandezddalR, Delgado-Roche
L, Santana SP, Cruz-Ramirez A, Valenzuela-Silvhl&abal-Galvez M, Cintado-Benitez A,
Pardo-Andreu GL, Polentarutti N, Riva F, PentonaAriE, Penton-Rol G. A gene and
biochemical study that may justify the applicatimf Phycocyanobilin as a new
neuroprotective drug for ischemic stroke. 9th In&ional Congress of Pharmaceutical
Sciences (CIFARP 2013), 20-23 November 2013, RibeRreto, Brazil. Oral presentation
and poster.




ANEXOS

Patentes

WO02013/004203. Penton-Rol G, Llopiz-Artuaga Marin-Prida J, Penton-Arias E, Jiménez
ER, Mussachio A, Besada V, Pardo-Andreu G, Gorzale Pavon N, Guillén G, Lépez-Saura
P. Compounds and pharmaceutical combinations fertthatment of neurodegenerative and
ischemic brain diseases. Fecha de prioridad: Jul®11.

Concedida en Cuba (nimero de concesion 23963 da¢ 2éptiembre del 2013) y solicitada en
los siguientes paises: Argentina, Australia, Bra3dnada, China, Europa, India, Japon, Corea
del Sur, Sudafrica, EEUU, Rusia y México.

Premios
Institucionales

1. Logros Cientifico-Técnicos del Centro de Ingeni&@&nética y Biotecnologia (CIGB)
A.2011 (2). 1) “Mecanismos moleculares y efecto teutipo de la C-Ficocianina y sus

combinaciones en Esclerosis Mdltiple e Isquemia e@l” (2do. autor); 2)

“Demostracion del efecto neuroprotector de la Raroabilina “in vitro” en células PC12

e “in vivo” en un modelo de isquemia focal en &’ (autor principal).

B.2012 (2). 1) “Nuevos mecanismos antioxidantes dé-Ficocianina y demostracion de

su efecto neuroprotector frente a la isquemia catetocal” (autor principal); 2)
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Técnicas Juveniles a nivel de la Universidad délabana.

5. Mencion en el evento de las Brigadas Técnicas Jiege@012 a nivel del Instituto de
Farmacia y Alimentos, Universidad de La Habana.

6. Premios Anuales de Investigacion del Rector denevéssidad de la Habana:

A. 2012 (3): 1) Resultado que Refleje el Avance CliegtiTécnico de Mayor
Trascendencia y Originalidad (Mencién, autor ppat); 2) Profesor o Investigador
mas Destacado en el Trabajo Cientifico (autor)C8lectivo de Investigacion mas
Destacado (co-autor).

B. 2013. Colectivo de Investigacion mas Destacada(tor).




1.

REN

1.

ANEXOS

Nacionales

Premios Anuales de la Salud en instancias centrational:
A. 2012. Categoria de Investigacion Bésica (2do. autor
B. 2013. Categoria de Articulo CientificMarin-Prida J, Penton-Rol G, Rodrigues
FP, Alberici LC, Stringhetta K, Leopoldino AM, Na3, Polizello ACM, Llb6piz-
Arzuaga A, Rosa MN, Liberato JL, Santos WF, Uyenteifa Penton-Arias E, Curti
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