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SÍNTESIS 

No existen terapias neuroprotectoras internacionalmente aprobadas para la Isquemia Cerebral 

(IC). La C-Ficocianina (C-FC), principal biliproteína de la S. platensis, y su cromóforo, la 

Ficocianobilina (FCB), tienen propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, lo que avala sus 

potencialidades como agentes anti-isquémicos. En el presente trabajo se evaluó el posible efecto 

neuroprotector de ambas moléculas en modelos de IC y los mecanismos moleculares implicados 

en el mencionado efecto. La C-FC redujo el volumen de infarto, preservó las neuronas 

piramidales del hipocampo, restauró el balance redox, y mejoró el déficit neurológico, la 

actividad locomotora y la sobrevivencia de gerbos sometidos a una isquemia/reperfusión (I/R) 

cerebral global. Los estudios con las líneas neuronales PC12 y SH-SY5Y, y en mitocondrias 

aisladas de cerebro de rata bajo exposición a neurotóxicos, mostraron un importante efecto 

neuro/mitoprotector de la C-FC. La FCB, también previno la muerte celular en células PC12. De 

forma similar, la C-FC y la FCB limitaron la pérdida neuronal causada por una I/R en retinas de 

ratas. Además, la terapia post-isquémica con C-FC o FCB en ratas con hipoperfusión cerebral en 

fase aguda produjo la expresión diferencial de 21 genes asociados a la respuesta inflamatoria y a 

la integridad neurovascular. Ambos compuestos limitaron la peroxidación lipídica cerebral 

inducida por la hipoperfusión. La FCB, además, moduló positivamente la expresión génica 

relacionada con procesos inmunológicos en corteza cerebral anterior. La C-FC, por otro lado, 

disminuyó el volumen de infarto, la disfunción neurológica, la caída del peso corporal, la 

expresión de NOX2/gp91phox y la sobreproducción del anión O2•
- en ratas sometidas a una I/R 

inducida por la endotelina-1. Estos resultados ofrecen nuevas alternativas farmacológicas para el 

tratamiento o la prevención del infarto cerebral y sustentan el desarrollo de ensayos clínicos para 

la demostración final de su utilidad terapéutica en esta patología. 
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INTRODUCCIÓN 

Según datos recientes del Ministerio de Salud Pública de Cuba, las enfermedades 

cerebrovasculares constituyen la tercera causa de muerte para todas las edades y en todas las 

provincias, con una tasa de 79 por cada 100 000 habitantes en el año 2012, lo que representa un 

incremento del 10% respecto al año 2000,1 y constituye de igual manera un grave problema de 

salud pública en el resto del mundo.2 Las implicaciones económicas y sociales de esta 

enfermedad son enormes3 y se prevé su incremento sostenido en el futuro inmediato debido a 

diversos factores de riesgo asociados cuya incidencia también va en aumento, como son la 

hipertensión arterial crónica, la diabetes y el envejecimiento poblacional.4 Cerca del 87% de 

todos los infartos cerebrales son de tipo isquémicos, como resultado de una oclusión temporal o 

permanente de arterias cerebrales ya sea por trombosis o por embolismo; el resto son de tipo 

hemorrágico (parenquimatoso, ventricular o subaracnoideo).5 En todos los casos se produce una 

drástica reducción de los niveles de oxígeno y glucosa en el cerebro, con afectaciones 

bioquímicas y moleculares y un daño severo en el tejido cerebral, con secuelas neurofisiológicas 

importantes,6 que pueden llegar a ser irreversibles si no se lleva a cabo una intervención 

terapéutica adecuada en un período relativamente corto de tiempo, provoca infarto tisular en el 

territorio de perfusión del vaso afectado y la muerte neuronal.7 Entre los procesos fundamentales 

que median la fisiopatología del ictus isquémico se encuentran la excitotoxicidad mediada por el 

glutamato, las despolarizaciones peri-infarto, el estrés oxidativo, la inflamación y la muerte 

celular.7 La excesiva producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) no solo es capaz de 

dañar a la célula neuronal, sino a también al resto de los componentes de la unidad 

neurovascular, incluyendo la vasculatura cerebral.8 A nivel subcelular se ha identificado a la 
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mitocondria como uno de los blancos principales del daño isquémico originado por la excesiva 

producción de EROs  y la excitotoxicidad. Inmediatamente después de un evento isquémico, 

ocurre una disfunción en el funcionamiento mitocondrial caracterizado por el bloqueo de la 

síntesis de ATP, la liberación al citoplasma de calcio y de proteínas involucradas en la vía 

intrínseca apoptótica, como el citocromo c, Apaf-1, y el complejo Smac-DIABLO.9 Uno de los 

mecanismos de liberación que se propone para estas proteínas mitocondriales pro-apoptóticas es 

la transición de permeabilidad mitocondrial (TPM), un evento caracterizado por la apertura de 

poros o canales en las membranas del orgánulo, que provoca la disipación del potencial de 

membrana, la entrada de iones acompañados de agua, que a su vez induce el hinchamiento y la 

ruptura de su membrana externa.10 La isquemia cerebral (IC) se acompaña además de una 

marcada reacción inflamatoria e inmunológica.11 Evidencias recientes muestran que la respuesta 

inflamatoria en la región isquémica puede producir tanto mediadores citotóxicos como 

citoprotectores, en dependencia de la etapa post-isquémica en que actúen.12 La modulación de 

esta respuesta a favor de los procesos citoprotectores, y anti-inflamatorios, así como el bloqueo 

de la producción excesiva de las EROs y la mitoprotección podrían utilizarse como posibles 

estrategias para proteger la unidad neurovascular en un evento isquémico. La estrategia de 

tratamiento de la IC aguda se ha enfocado en dos direcciones: a) el restablecimiento del flujo 

sanguíneo cerebral por la ruptura mecánica o farmacológica del trombo; b) la interrupción de los 

eventos moleculares que originan la muerte neuronal, definiéndose inicialmente con el término 

de neuroprotección,13 que se ha extendido hacia todos los tipos celulares de la unidad 

neurovascular empleándose también el de cerebroprotección.14 El único tratamiento 

farmacológico aprobado para uso humano en la fase aguda de la IC es la trombolisis con el factor 
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activador del plasminógeno tisular (t-PA), pero con una estrecha ventana terapéutica (< 3-4,5 h), 

riesgo de hemorragia intracerebral, y además, con elevados precios de comercialización, siendo 

producido por una empresa de  EEUU (Genentech Inc., San Francisco, California). Incluso en 

ese país, menos del 10% de los pacientes que sufren una IC logran ser intervenidos a tiempo con 

el t-PA, solamente en hospitales con infraestructura y personal adecuados. Por ejemplo, según un 

estudio reciente, el 64% de los hospitales de EEUU no lograron aplicar el t-PA a ningún paciente 

entre el 2004 y el 2007.15 Por tanto, urge continuar evaluando potenciales candidatos 

farmacológicos para contrarrestar los efectos deletéreos de la IC, ya sea en su prevención o en el 

manejo efectivo de las etapas agudas y crónicas posteriores a la oclusión vascular.16 Hasta el 

momento no han logrado fármacos neuroprotectores registrados en la práctica clínica que 

prevengan o limiten la pérdida neuronal en aquellas áreas con flujo sanguíneo disminuido (zona 

de penumbra), indicando la necesidad de continuar identificando potenciales blancos de 

intervención así como estrategias combinadas para lograr no solo la protección aguda sino 

también la restauración en un período crónico.17 

La C-Ficocianina (C-FC) constituye la principal biliproteína de la Spirulina platensis, un alga 

verde azul de la cual se obtiene un extracto del mismo nombre (espirulina) producido en 

numerosos países, incluyendo al nuestro (Labiofam, Cuba), como suplemento dietético con 

valores nutricionales bien documentados.18 La C-FC posee propiedades anti-inflamatorias, 

antioxidantes, citoprotectoras e inmunomoduladoras en modelos experimentales de diversas 

patologías.19 Su estructura está constituida por dos cadenas polipeptídicas (α y β), las cuales 

tienen enlazado un compuesto tetrapirrólico lineal de cadena abierta, denominado 

Ficocianobilina (FCB).20 Una vez aplicada la C-FC in vivo, es digerida liberando la FCB, la cual 
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es probable que sea responsable, al menos en buena medida, de los efectos farmacológicos 

reportados para la biliproteína. En este sentido, varios estudios han demostrado el potente efecto 

protector y antioxidante de la FCB, frente a especies dañinas como el peroxinitrito,21 los 

radicales peroxilos,22 y en modelos animales de nefropatía diabética23 y ateroesclerosis.24 Sin 

embargo, hasta el momento en la literatura no existe ningún reporte donde se evalúe el efecto 

neuroprotector de la C-FC o la FCB como principio activo en modelos experimentales de 

isquemia/reperfusión cerebral (I/R), la identificación de los mecanismos involucrados ni su 

potencial mitoprotector utilizando mitocondrias aisladas de cerebro como modelo experimental. 

Problema Científico 

La urgente necesidad de identificar nuevos tratamientos para la IC conlleva a la evaluación de la 

C-FC y la FCB como potenciales candidatos farmacológicos a partir de sus capacidades de 

bloquear la cascada isquémica, en modelos experimentales que sean predictivos para su 

aplicación clínica. 

Hipótesis 

Las propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias e inmunomoduladoras de la C-FC, y de su 

cromóforo, la FCB, permiten que estas moléculas bloqueen diferentes procesos involucrados en 

la cascada isquémica cerebral, por lo que pueden actuar como neuroprotectores en modelos 

experimentales de esta enfermedad.  

Objetivo General 

Evaluar el posible efecto neuroprotector de la C-FC y la FCB en modelos experimentales de IC y 

elucidar los mecanismos moleculares involucrados en sus acciones. 
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Objetivos Específicos 

1. Determinar el efecto mitoprotector in vitro de la C-FC frente a daños de tipo 

excitotóxico. 

2. Evaluar la capacidad inhibitoria de la C-FC sobre la reacción de Fenton. 

3. Demostrar el efecto de la C-FC y la FCB sobre la viabilidad de líneas neuronales frente al 

daño excitotóxico u oxidativo. 

4. Identificar los efectos protectores de la C-FC en un modelo de isquemia/reperfusión 

cerebral global en gerbos de Mongolia. 

5. Determinar la acción anti-isquémica in vivo de la C-FC y la FCB en retinas de ratas. 

6. Identificar los mediadores moleculares del efecto de la C-FC y la FCB en un modelo de 

penumbra isquémica por hipoperfusión cerebral aguda en ratas. 

7. Demostrar el efecto neuroprotector de la C-FC en un modelo de isquemia/reperfusión 

cerebral focal inducido por endotelina-1 en ratas. 

Tareas experimentales 

1. Evaluar el efecto de la C-FC sobre la transición de permeabilidad mitocondrial inducida 

por Ca2+/fosfato mediante técnicas espectrofluorimétricas, y electro/inmunoquímicas.  

2. Determinar si la C-FC inhibe la reacción de Fenton generada por voltametría cíclica. 

3. Evaluar el efecto de la C-FC y FCB sobre la viabilidad de las células PC12 y SH-SY5Y a 

través de ensayos espectrofotométricos. 

4. Evaluar la capacidad protectora de la C-FC en el modelo de oclusión bilateral transitoria 

de las Arterias Carótidas Comunes de gerbos de Mongolia, mediante parámetros 

neurológicos, conductuales, histológicos y bioquímicos. 
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5. Determinar, mediante un análisis histológico, las acciones protectoras de la C-FC y la 

FCB sobre las neuronas de retina de ratas sometidas a una isquemia/reperfusión. 

6. Evaluar el efecto de la C-FC y la FCB sobre la expresión de genes asociados a eventos 

fisiopatológicos de la IC y sobre marcadores bioquímicos de estrés oxidativo en ratas con 

hipoperfusión cerebral aguda. 

7. Determinar el efecto de la C-FC sobre el déficit neurológico, el peso corporal, el volumen 

de infarto cerebral medido por histología, y la expresión de la NOX2/gp91phox evaluada 

por inmunohistoquímica, en ratas con una IC focal inducida por Endotelina-1. 

Novedad científica 

Diversos aspectos destacan la novedad científica de los resultados de esta tesis: 

1. Se reporta por primera vez en la literatura científica el efecto neuroprotector de la C-FC y 

la FCB en modelos in vivo de daño cerebral por isquemia/reperfusión.  

2. Se evidencia, por primera vez, un efecto mitoprotector in vitro de la C-FC, lo que 

confirma que la mitocondria juega un importante papel en los mecanismos de acción de 

esta molécula.  

3. Se demuestra, por primera vez, que la C-FC y la FCB modulan un grupo de genes 

asociados a la respuesta inflamatoria, la remielinización, la regulación de la muerte 

celular, la neuroplasticidad y la angiogénesis, en ratas sometidas a una hipoperfusión 

cerebral en fase aguda. 

4. Se demuestra que la C-FC inhibe la expresión y la actividad de la NADPH oxidasa, lo 

que está involucrado en la protección del tejido cerebral dañado por una 

isquemia/reperfusión focal en ratas. 
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Importancia teórico-práctica 

El principal aporte de esta tesis radica en la caracterización del efecto neuroprotector de la C-FC 

y la FCB en diferentes modelos experimentales de IC, lo cual ofrece una alternativa 

farmacológica novedosa para las enfermedades cerebrovasculares, que constituyen la tercera 

causa de muerte en Cuba. La investigación permitió identificar, además, diversos mediadores de 

sus mecanismos de acción a distintos niveles de organización, desde el sub-celular (mitocondrias 

aisladas), el celular (líneas neuronales) hasta el de organismo (gerbos, ratas), con una visión 

integradora y holística, teniendo en cuenta las acciones previamente reportadas para estas 

moléculas y las nuevas propiedades que se describen en la tesis. Desde el punto de vista práctico, 

la demostración de la capacidad protectora de la FCB fue presentada una patente, concedida ya 

en Cuba y solicitada en otros países, lo cual abre la posibilidad de su futura comercialización 

como tratamiento novedoso para contrarrestar la graves consecuencias clínicas de un ictus 

isquémico, que podría generar ingresos para la economía del Estado cubano. La extensión de 

estos resultados con el empleo de combinaciones farmacéuticas que incluyan a estas moléculas 

para el tratamiento de otros tipos de accidentes cerebrovasculares, tales como la hemorragia 

cerebral y la demencia vascular permitiría además, beneficiar a un mayor número de pacientes 

que sufren de esta patología.  

Los resultados están avalados por 3 publicaciones en revistas internacionales de alto impacto 

como primer autor, 18 presentaciones en eventos científicos internacionales (4 resúmenes 

publicados, 3 premios a carteles), 13 premios científicos (incluyendo 1 Premio Nacional de la 

Academia de Ciencias de Cuba y 2 Premios Anuales de la Salud) y 1 patente concedida en Cuba 

y solicitada en otros países. 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1. Enfermedad Cerebrovascular de tipo isquémica 

1.1.1. Clasificación 

Las Enfermedades Cerebrovasculares (ECVs) incluyen a un grupo de trastornos ocasionados por 

un proceso patológico en uno o varios vasos sanguíneos cerebrales. Entre estos procesos se 

pueden encontrar las lesiones en la pared vascular, la oclusión o ruptura del vaso y el incremento 

en la viscosidad de la sangre.25 Son sinónimas las denominaciones accidente o ataque 

cerebrovascular, apoplejía y el término latino “ictus”, que al igual que su correspondiente 

anglosajón “stroke”, significa “golpe”, indicando el carácter brusco y súbito de la patología. Las 

ECVs son heterogéneas y se han identificado más de 150 causas conocidas. Se han realizado 

diversas clasificaciones de acuerdo a diferentes criterios (ej. naturaleza, localización, 

presentación clínica, causa), a partir de registros de casos clínicos, entre las cuales se encuentran 

las del Instituto Nacional de Desórdenes Neurológicos y de Ictus, de los Estados Unidos (del 

inglés “National Institute of Neurological Disorders and Stroke”), del Proceso 10172 en el 

Registro de Ictus Agudo (del inglés “Trial of Org 10172 in Acute Stroke Registry”, TOAST),del  

Registro de Ictus de Lausanne (del inglés “Lausanne Stroke Registry”)y del Proyecto Ictus de la 

Comunidad de Oxfordshire (del inglés “Oxfordshire Community Stroke Project”, OCSP).26 

La Sociedad Iberoamericana  de Enfermedades Cerebrovasculares ha unificado los criterios 

mencionados anteriormente generando un sistema de clasificación usado en los países del área 

(Tabla 1), incluyendo Cuba.6  
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Tabla 1. Clasificación de las ECVs según su naturaleza. 27 

Criterio Categorías 

Naturaleza 

Ictus isquémico 

Focal 

Ataque Isquémico Transitorio 

Infarto Cerebral 

Global 

Ictus 

hemorrágico 

Hemorragia subaracnoidea 

Hemorragia 

cerebral 

Parenquimatosa 

Ventricular 

ECV asintomática 

Encefalopatía hipertensiva 

Demencia vascular 

 

De acuerdo al mecanismo etiológico, el ictus isquémico focal se subdivide en: 

a) Aterotrombótico: estenosis u oclusión arterial debido a un trombo formado sobre una placa 

aterosclerótica u otra lesión vascular. 

b) Embólico: oclusión arterial causada por un émbolo distal, por ejemplo un trombo 

desprendido que impacta distalmente, o debido a una patología cardíaca. 

c) Hemodinámico: ocurre cuando existe una hipoperfusión global crítica y el flujo colateral 

compensatorio es insuficiente.  

d) Lacunar: lesión de pequeño tamaño (<1,5 cm de diámetro) en arteriolas perforantes 

cerebrales que son frecuentes en pacientes con hipertensión arterial crónica. 

e) De causa inhabitual: de tamaño y localización variable, ocasionado por enfermedades 

sistémicas (ej. infecciones, tumores, alteraciones metabólicas).  
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f) De causa indeterminada: se define cuando el origen es desconocido, se han descartado los 

subtipos anteriores o coexiste más de una posible etiología, o de lo contrario, no se realiza 

un estudio exhaustivo completo. 

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

patológica (grados 1-3) y niveles de evidencia diagnóstica (A-C), partiendo de cuatro fenotipos 

predeterminados: aterotrombosis (A), enfermedad de pequeño vaso (S), cardioembolismo (C) y 

otras causas (O) (www.asco-classification.org).28  

1.1.2. Epidemiología 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), cada año 15 millones de personas en 

el mundo sufren un accidente cerebrovascular, de las cuales cinco millones mueren y otros cinco 

millones quedan permanentemente discapacitadas.2 Un estudio reciente muestra, a partir de la 

revisión de 167 publicaciones relacionadas con la epidemiología de las ECVs en 51 países desde 

1971 hasta el 2010, que su incidencia (entre 50-350/100 000 habitantes) y mortalidad (entre 20-

210/100 000 habitantes) poseen tasas variables entre las distintas regiones, relacionado 

posiblemente con la proporción poblacional de personas en edad por encima de los 65 años.29 

Diferentes factores de riesgo poblacionales contribuyen a estas diferencias, pero también las 

disparidades en el acceso a servicios de cuidados intensivos, unidades de ictus o en políticas de 

prevención.   

Datos reportados por la Asociación Americana del Corazón muestran que cada año 795 000 

estadounidenses sufren un ataque cerebrovascular (ocurre un ictus cada 40 segundos 

aproximadamente en ese país), de los cuales el 87% es de origen isquémico y el resto es de 

origen hemorrágico (10% parenquimatoso/ventricular, 3% subaracnoideo). Cada cuatro minutos 
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ocurre una muerte por esta causa, estimándose 1 de cada 19 muertes en el 2010 y siendo la cuarta 

causa de muerte en el país.5 Este mejoramiento en la mortalidad por ECV es un reflejo de las 

estrategias de prevención implementadas (ej. control de la presión arterial, de la hiperlipidemia y 

del tabaquismo).30 

En Cuba, las ECVs continúan siendo la tercera causa de muerte incluyendo todas las edades y 

todas las provincias del país, después de los tumores malignos y las enfermedades del corazón, y 

muestra, además, un incremento sostenido. Por ejemplo, la tasa de mortalidad aumentó en 

aproximadamente un 10% en el 2012 respecto al 2000 (de 72,8 a 79/100 000 habitantes).1 Una 

tendencia al incremento se ha pronosticado también en otras regiones, como es el caso de Europa 

(de 1,1 millones en 2000 a 1,5 millones en 2025).31 En China, la tasa se encuentra entre 205-

584/100 000 habitantes para edades comprendidas entre 45-74 años.32 

1.1.3. Modelos experimentales 

El advenimiento del siglo XX trajo aparejado la estandarización y aplicación de modelos 

experimentales para el ictus isquémico, lo cual ha permitido un gran avance en el estudio de la 

fisiopatología y en la evaluación de estrategias terapéuticas, con énfasis en el carácter predictivo 

y la relevancia clínica.33 Sin embargo, han existido discrepancias entre los resultados 

experimentales y la situación clínica, lo cual puede derivarse de alguna de las etapas de la 

investigación preclínica: la selección adecuada del modelo experimental y el método para inducir 

la isquemia, el método apropiado para evaluar y analizar el daño isquémico, y la interpretación 

correcta de los resultados.34 A continuación se resumen los principales sistemas experimentales 

usados hasta el momento para el estudio de los trastornos isquémicos. 
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Modelos in vitro 

Los modelos in vitro incluyen tipos celulares específicos que componen la unidad neurovascular 

(neuronas, microglia, oligodendrocitos, astrocitos, células endoteliales, pericitos)35. Entre las 

líneas celulares, cultivos primarios, organotípicos o rodajas tisulares de uso más extendido se 

encuentran: a) origen neuronal: PC12,36 SH-SY5Y,37 HCN2,38 neuronas corticales39 e 

hipocampales40 primarias; b) origen microglial: BV2,41 microglia primaria;42 c) origen 

oligodendrocítico: N20.1,43 cultivo primario de células precursoras de oligodendrocitos o de 

nervio óptico;44 d) origen astrocítico: U251-MG, U373-MG, CCF-STTG1;45,46 astrocitos 

primarios;47 d) origen endotelial: HUVEC;48 e) pericitos primarios.49 El diseño de estos estudios 

in vitro puede incluir diversos mediadores de la cascada isquémica en los medios de cultivo, 

siempre que su receptor esté presente en el tipo celular bajo análisis, tales como el glutamato 

(excitotoxicidad neuronal),50 un inductor de estrés oxidativo (ej. hidroperóxido de tert-butilo,51 

peróxido de hidrógeno,52 hierro),53 un mediador inflamatorio (ej. citocina),54 la deprivación 

trófica55 o sérica.56 A su vez, se han establecido protocolos específicos para la supresión de la 

glucosa y del oxígeno con medios de cultivo e incubadoras adecuados.57 A pesar de que el 

estudio de tipos celulares individuales ofrece la ventaja de determinar las diferencias particulares 

en la sensibilidad y en los niveles de respuesta intracelular a los eventos isquémicos,58 estos no 

permiten investigar las múltiples interacciones que se establecen entre ellos como unidad 

neurovascular. Por tal razón, recientemente se han ido desarrollando diversas metodologías para 

cumplimentar este objetivo, como por ejemplo el co-cultivo de rodajas tisulares con células 

endoteliales,59 o dispositivos tridimensionales que combinan el cultivo de múltiples tipos 

celulares con instrumentos analíticos.60 
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Modelos in vivo 

Como se ha mencionado anteriormente, el ictus isquémico se puede presentar de distintas 

formas, en dependencia de la localización, la causa, la gravedad y el impacto funcional en el 

paciente. De igual manera, no existe un único modelo universal para estudiar esta enfermedad. 

Por el contrario, se han reportado diversos sistemas experimentales que difieren, entre otros 

factores, en la especie y género animal usado, el método de inducción de la isquemia, la arteria 

que se ocluye, la presencia o ausencia de factores de comorbilidad y el tipo de anestesia 

empleada.61 Se han reportado una serie de recomendaciones para estudios preclínicos, entre las 

cuales se destacan el uso de al menos dos modelos diferentes en dos especies distintas62 y el 

adecuado diseño experimental y estadístico.63  

Los métodos de inducción de IC focal se pueden subdividir de acuerdo al abordaje quirúrgico 

empleado. Un primer grupo requiere la apertura de un área del cráneo para tener acceso directo a 

las arterias cerebrales, y su oclusión entonces se puede llevar a cabo por ligadura con sutura, o 

con un clip, por fototrombosis, por electrocoagulación o por inyección intracerebral del péptido 

vasoconstrictor endotelina-1. Estos métodos están asociados con una baja mortalidad y son 

reversibles, permitiendo restablecer el flujo sanguíneo en la arteria ocluida.64 Han sido 

empleados tanto en roedores (ratas, ratones),65 conejos,66 perros,67 cerdos68 como en primates.69 

Un segundo grupo comprende aquellos procedimientos que utilizan la vía intra-arterial a través 

del abordaje sobre el cuello para sellar la arteria cerebral de interés, principalmente la Arteria 

Cerebral Media (ACM), 70 originándose diferentes variantes, por ejemplo en el caso de la sutura 

intraluminal, de acuerdo a las particularidades de la sutura empleada (recubierta de silicona o de 

poli-L-lisina) y el cierre de vasos adicionales para manipular el flujo sanguíneo colateral. 
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Originalmente descrito en ratas,71 también se ha empleado en ratones,72 conejos,73 gerbos74  y 

primates.75 Otros modelos que no emplean la craneotomía son los de tipo embólicos, entre ellos 

están los que inducen la coagulación sanguínea: a) la inyección de trombos autólogos en arterias 

extra-craneales para que alcancen a las intra-craneales;76 b) la introducción de materiales 

embólicos artificiales, tales como silicona,77 polivinilsiloxano,78 o de trombos heterólogos.79 

Además, entre los métodos embólicos que no emplean la coagulación está la oclusión por 

microesferas.80  

Por otro lado, también se han establecido modelos de IC global, los cuales se pueden subdividir 

de acuerdo al procedimiento empleado en:81 

1. Inducidos por parada cardíaca: a) Fibrilación ventricular; b) Inyección intracardíaca de 

cardiopléjicos; c) Desangramiento; d) Ahogamiento; e) Asfixia. 

2. Interrupción de la circulación cerebral: 

2.1. Completa: a) Oclusión de las arterias carótidas comunes en gerbos; b) Oclusión de las 

arterias carótidas comunes en ratas más hipotensión/hipoxia; c) Oclusión simultánea de las 

arterias carótidas comunes y las arterias vertebrales en ratas; d) Estrangulación cervical; e) 

Decapitación. 

2.2. Incompleta: a) Hipotensión arterial; b) Oclusión de las arterias carótidas comunes en 

ratas; c) Hipertensión intracraneal. 

Además, es necesario controlar diversos factores experimentales que pueden influir en la 

reproducibilidad del daño isquémico obtenido. Por ejemplo, la temperatura corporal, la presión 

sanguínea, la glucemia, los gases arteriales, el tipo de anestesia, así como incluir animales dentro 

de un rango determinado de peso y de edad similar.82  
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1.1.4. Fisiopatología 

El daño cerebral luego de la interrupción del flujo sanguíneo cerebral (FSC) se establece a partir 

de la drástica caída en el soporte energético cerebral, generando una serie compleja de eventos 

fisiopatológicos que evolucionan progresivamente en tiempo y espacio, de una manera no lineal, 

concomitante y con múltiples niveles fenomenológicos. Estos incluyen tanto al nivel molecular, 

sub-celular, celular (unidad neurovascular), regional encefálico y el de individuo, hasta 

diferencias poblacionales de acuerdo a la base genética y a los factores de riesgo presentes. 

Además, diversos mediadores tienen carácter bifásico (pueden ser dañinos o beneficiosos 

dependiendo del estado previo del tejido o de la etapa post-isquémica en que se encuentren 

actuando).83 Entre los procesos fundamentales que median la fisiopatología del ictus isquémico 

se encuentran la excitotoxicidad mediada por el glutamato, las despolarizaciones peri-infarto, el 

estrés oxidativo, la inflamación y la muerte celular (Fig. 1).84  

 

Fig. 1. Evolución temporal de procesos fundamentales de la cascada isquémica cerebral. 

En 1977, Astrup y cols.85 demostraron mediante mediciones electrofisiológicas la existencia de 

regiones que eran disfuncionales pero todavía viables en primates sometidos a una IC focal, en 

las áreas periféricas del ictus. Estas mostraban un flujo sanguíneo moderado y neuronas que 

todavía retenían su potencial de membrana de reposo. Cuando se incrementaba la presión 
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sanguínea y el flujo colateral aumentaba, estas áreas se recuperaban y los potenciales de acción 

eran restaurados. Sin embargo, la restauración era dependiente del tiempo. Los autores 

denominaron a esas áreas con el término “penumbra”, probablemente haciendo referencia al 

carácter intermedio entre zonas de luz (ej. vida) y oscuridad (ej. muerte). A partir de entonces, la 

penumbra, definida como aquellas regiones cerebrales que tras un ataque isquémico eran 

afectadas pero que todavía se mantenían con vida, ha sido el blanco fundamental para 

intervenciones terapéuticas.86 Aunque todavía no es conocido con exactitud todos los procesos 

que median la dinámica cerebral en la penumbra, los diferentes abordajes metodológicos 

empleados hasta el momento han ido revelando aspectos importantes de la cascada isquémica 

que a continuación se mencionan. 

1.1.4.1. Excitotoxicidad mediada por el glutamato 

Como consecuencia del bloqueo arterial, se interrumpe el suministro de O2 y glucosa al tejido 

cerebral, que conduce al cese de la fosforilación oxidativa en la respiración mitocondrial y a la 

disminución del ATP. En estas circunstancias, una fuente energética alternativa es la glucólisis 

anaerobia, la cual sin embargo, genera altas concentraciones de ácido láctico, que provoca una 

disminución del pH tisular.87 Esta acidosis tisular es detectada por receptores de membrana 

neuronal denominados canales iónicos sensibles a ácido (del inglés: “acid-sensing ion channel”, 

ASIC), complejos hetero u homotriméricos permeables al Ca2+ que producen efectos dañinos 

neuronales luego de un ataque isquémico.88 

Como los mecanismos encargados de mantener la homeostasis iónica son dependientes de ATP 

(ej. ATPasa Na+/K+, ATPasa de Ca2+ de la membrana y del retículo endoplasmático), esta se 

pierde rápidamente luego del ataque isquémico.  Al incrementarse el Na+ intracelular ocurre una 
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despolarización de la membrana neuronal responsable de una rápida elevación del Ca2+ 

citosólico (debido a canales de Ca2+ sensibles al voltaje). Este promueve la liberación de 

glutamato desde las terminales pre-sinápticas,  el cual luego interactúa con sus receptores 

ionotrópicos post-sinápticos tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) y no-NMDA, como el α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA) y el de kainato (KA), produciendo a su vez una 

entrada masiva de calcio, sodio y agua a la neurona. Estos cambios traen como consecuencia el 

aumento del edema tisular y del volumen celular, lo que produce la lisis celular osmótica o 

muerte por necrosis temprana en el foco isquémico.89 El glutamato se acumula en el espacio 

sináptico al no ser reciclado completamente por ejemplo por los astrocitos, e induce otros 

procesos  deletéreos. Esta acumulación conduce a un continuo aumento del influjo de Ca2+ a las 

neuronas, mediador fundamental del proceso conocido como excitotoxicidad. El Ca2+ 

intracelular es secuestrado mayormente por la mitocondria, por lo que la disfunción de este 

orgánulo durante el evento isquémico lo convierte en pieza clave en el daño neuronal por 

excitoxicidad.90 Además, el retículo endoplasmático (RE) también participa en el control de los 

niveles citosólicos de Ca2+, y la isquemia induce alteraciones en sus mecanismos de 

captación/liberación de este importante catión. Entre estos se encuentran los receptores de 

rianodina (RyRs) o de trifosfato de inositol (IP3Rs), ambos canales iónicos permeables al Ca2+ y 

responsables de su liberación al citosol, 91,92 El ataque isquémico inhibe la bomba responsable de 

la captación del Ca2+ hacia el interior del RE, denominada SERCA (del inglés, 

“sarcoplasmic/endoplasmic Ca2+-ATPasa”),93 aunque también puede ser afectada por 

modificaciones oxidativas de especies reactivas del oxígeno (EROs), como el hidroxilo o el 

peroxinitrito.94 Otros canales y bombas iónicas son activados por la isquemia y participan, de 
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igual manera, en la acumulación intracelular del Ca2+, como los anteriormente mencionados 

canales ASICs, los canales aniónicos regulados por volumen,95 el transportador Na+/Ca2+,96 y los 

canales TRPM.97 

La acumulación del Ca2+ libre en el citosol neuronal induce procesos catabólicos debido a la 

activación de proteasas, lipasas y nucleasas, así como la activación de enzimas involucradas en la 

generación de EROs, como la óxido nítrico sintasa (del inglés: “nitric oxide synthase”, NOS).98 

El exceso de Ca2+ activa proteasas como la calpaína que está involucrada en la liberación del 

factor inductor de apoptosis de la membrana mitocondrial (del inglés: “apoptosis inducing 

factor”, AIF).99 El Ca2+ puede, además, perturbar la dinámica estructural de la mitocondria  por 

fragmentación, mitofagia, mitogénesis o fisión/fusión,100 la cual a su vez puede estar implicada 

en los procesos de muerte neuronal.101 Un efecto fundamental del Ca2+ sobre la mitocondria 

cuando se encuentra a niveles suprafisiológicos, se ha denominado la Transición de 

Permeabilidad Mitocondrial (TPM), caracterizada por el incremento en la permeabilidad de las 

membranas mitocondriales a la libre difusión de solutos con dimensiones menores a 1,5 kDa 

(como por ejemplo el agua), cuya composición molecular todavía no ha sido completamente 

elucidada.102 Entre las consecuencias de la TPM se encuentran: a) disrupción de la fosforilación 

oxidativa; b) incremento en la actividad ATP hidrolasa de la F0F1-ATPasa, lo cual compromete 

aún más el balance energético celular; c) inhibición del complejo I debido a la disminución del 

NADH; d) liberación de Ca2+ y mediadores de cascadas de muerte celular como el citocromo c, 

AIF y SMAC/DIABLO.103  

1.1.4.2. Despolarizaciones peri-infarto 
 
El bloqueo del FSC induce la despolarización anóxica de las células cerebrales (neuronas y glia), 
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facilitada por el aumento de los niveles extracelulares de glutamato y K+. En el foco isquémico 

las células se despolarizan al máximo y mueren, pero en áreas de penumbra, puede ocurrir la 

repolarización celular a expensas del consumo de ATP. Luego de ocurrir nuevamente el 

desbalance iónico y glutamatérgico, las células vuelven a despolarizarse de manera repetitiva, y 

se propaga hacia sitios distales hemisféricos en ondas de aproximadamente 3 mm/min en ratas, 

un proceso denominado despolarizaciones peri-infarto.104 Estas ondas pueden tener una 

frecuencia de 1-4 veces/h durante al menos 6-8 h post-ictus en animales isquémicos, 

contribuyendo al daño cerebral mediante mecanismos aún no esclarecidos, pero se ha asociado 

con el agravamiento del infarto cerebral. Probablemente, estas despolarizaciones intermitentes 

favorezcan la acumulación de calcio intra-neuronal. Recientemente, se ha reportado que la 

despolarización peri-infarto más persistente se correlaciona con una hipoperfusión local más 

severa en ratas, tanto en IC global,105 como focal.106 En humanos, se ha observado que tras un 

ictus isquémico estas ondas de despolarización ocurren en la corteza cerebral a una velocidad de 

entre 1,7 y 9,2 mm/min.107 

1.1.4.3. Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo es un estado patológico caracterizado por un desbalance entre la producción 

de especies reactivas oxidantes y la actividad de los sistemas biológicos antioxidantes 

(incluyendo sus niveles cuantitativos).108 El término de EROs es usado aquí siguiendo el criterio 

de B. Halliwell (2006) en referencia a todas las moléculas que contienen oxígeno en su estructura 

y con capacidad de dañar o modificar a las biomoléculas mediante reacciones de oxidación-

reducción. Estas incluyen a las derivadas del propio O2, del nitrógeno, del cloro, del bromo y del 

sulfuro, aunque también existen otras que no contienen al oxígeno.109  
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La cadena de transporte electrónico (CTE) mitocondrial es la principal fuente de generación de 

EROs en la mayoría de las células eucariotas,110 al ocurrir una reducción parcial 

(monoelectrónica) del O2 que produce el altamente reactivo anión superóxido (O2
•-), que luego es 

transformado a la especie más estable H2O2 por las superóxido dismutasas mitocondriales (Mn-

SOD de la matriz y Cu,Zn-SOD del espacio intermembranal).111 Al ocurrir un ataque isquémico 

seguido por el restablecimiento al menos parcial del FSC, el tejido cerebral es reoxigenado, pero 

debido a las alteraciones previas de la CTE, se incrementa la producción de O2
•-, el cual en 

presencia de elevados niveles de óxido nítrico (•NO) (por la activación excitotóxica de la NOS), 

genera una especie altamente dañina, el peroxinitrito (ONOO-).112 A partir de su capacidad 

oxidante y de nitración sobre proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, el ONOO- produce, entre sus 

acciones biológicas deletéreas, las siguientes:113 a) modificación covalente de receptores y la 

consecuente afectación de señales secuencia abajo; b) inhibición de enzimas antioxidantes (ej. 

Cu,Zn- y Mn-SOD, glutatión reductasa, glutaredoxina); c) consumo de moléculas antioxidantes 

(ej. glutatión); d) inhibición de enzimas del metabolismo celular (ej. gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa, tirosina hidroxilasa, creatina quinasa, tirosina fosfatasas); e) modificación 

química de cofactores enzimáticos (ej. tetrahidrobiopterina, NADH); f) inhibición de canales 

iónicos (ej. canales de Na+, canales SERCA); g) inducción de peroxidación lipídica (POL); h) 

modificación de bases nitrogenadas del ADN y rupturas de su doble cadena; i) bloqueo de la 

respiración mitocondrial, desacoplamiento e inducción de la TPM (por inactivación de los 

complejos I, II y V, y la oxidación de grupos tioles). Además de sus acciones directas sobre las 

biomoléculas, el ONOO- genera otras especies altamente dañinas, tales como el ácido 

peroxinitroso (ONOOH) en presencia de un pH tisular ácido, y los radicales anión carbonato 
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(CO3
•-) y el dióxido de nitrógeno (•NO2) a partir de su reacción con el CO2.

114,115 

Por otra parte, diversas enzimas producen EROs como un subproducto normal de su actividad, y 

en un ambiente isquémico también contribuyen al establecimiento del desbalance oxidativo, 

como por ejemplo la monoamino oxidasa.116 Además, la auto-oxidación de sustancias endógenas 

en presencia de O2, como la dopamina, la 6-hidroxidopamina, los grupos tioles (ej. de cisteína) y 

las catecolaminas, producen O2•
-.117 Unido a estos mecanismos generadores de EROs, se 

encuentra la activación, dependiente de Ca2+, de la fosfolipasa A2, la cual libera ácido 

araquidónico, cuyo metabolismo por las lipooxigenasas y ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1,-2) 

hasta la formación de eicosanoides, también producen  O2•
-.118  

Otra de las fuentes importantes de O2•
- en el ictus isquémico es la enzima NADPH oxidasa, la 

cual comprende una familia de isoformas (Nox1-5, DUOX1-2) que incluyen varias subunidades 

(1 catalítica y hasta 5 reguladoras).119 Esta enzima puede localizarse en diferentes membranas 

biológicas (ej. núcleo, RE, endosoma, fagosoma, mitocondria o membrana celular) y cataliza la 

transferencia de electrones desde el NADPH citosólico hasta el O2, produciendo el anión O2
•- 

(Nox1, 2, 5) o en determinadas isoformas, el H2O2 (Nox4, DUOX1, DUOX2). En condiciones 

normales, las NADPH oxidasas tienen funciones fisiológicas importantes (ej. supervivencia, 

migración y proliferación de células endoteliales; modulación de la respuesta inflamatoria), pero 

tras un ataque isquémico su sobre-activación contribuye sustancialmente al estrés oxidativo y 

daño cerebrales.120 

Una de las especies más reactivas conocidas es el radical hidroxilo (OH•). Entre sus fuentes 

principales se encuentran las denominadas reacciones de Fenton (Fe2+ + H2O2 = Fe3+ + OH• + 

OH-)121 y de Haber-Weiss (O2•
- + H2O2 = O2 + OH• + OH-).122 El Fe2+ puede ser generado por 
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reducción directa del superóxido (Fe3+ + O2•
- = Fe2+ + O2), o por acción dañina de este último 

sobre las enzimas que lo contienen (ej. cluster Fe-S), o por liberación de las proteínas 

secuestradoras de hierro (ej. ferritina, transferrina) inducido por las condiciones isquémicas (ej. 

acidosis).123  

A pesar de que todas las células aeróbicas pueden sufrir daños por el estrés oxidativo, el tejido 

cerebral es particularmente vulnerable debido a diversas razones, entre las cuales podemos 

mencionar:124 a) posee una alta tasa de consumo de O2 (ej. ~20% del consumo total del cuerpo 

humano); b) posee aminoácidos excitotóxicos; c) la generación mitocondrial de O2•
- es alta; d) 

varios aminoácidos neurotransmisores son auto-oxidables; d) el hierro está presente en todo el 

cerebro, incluyendo el fluido cerebroespinal; e) las membranas neuronales son ricas en ácidos 

grasos poli-insaturados, los cuales son particularmente susceptibles a la POL; f) tiene altos 

niveles de ácido ascórbico, que puede actuar como un pro-oxidante en presencia de hierro; g) 

posee bajos niveles de glutatión peroxidasa y vitamina E, que forman parte de las defensas 

antioxidantes; h) las neuronas son células altamente diferenciadas que no se dividen, por lo que 

el daño oxidativo puede ser acumulativo e irreversible. 

En respuesta a las EROs, el cerebro cuenta con sistemas de defensa antioxidante enzimáticos y 

no enzimáticos. La superóxido dismutasa (SOD), enzima que convierte el O2•
- en H2O2 y O2, 

está presente en todo el cerebro, pero debe estar acompañada por la actividad de otra enzima que 

sea capaz de remover el H2O2 formado.  La catalasa (CAT), que realiza esta función, no tiene 

una expresión importante en el tejido cerebral.125  Por su parte, la glutatión peroxidasa (GPx) 

también es capaz de eliminar el H2O2 cerebral, acoplando su reducción con la oxidación del 

tripéptido Glu-Cys-Gly (glutatión o GSH) (H2O2 + 2GSH = GSSG + 2H2O). La GPx, además, 
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también participa en la detoxificación de otros radicales, tales como peróxidos lipídicos, 

radicales peroxilos y alcoxilos.126 Estudios con animales knock-out y transgénicos para estas 

enzimas han revelado su importancia en la protección cerebral frente al ictus isquémico.127 

1.1.4.4. Inflamación 

La respuesta inflamatoria luego de un ataque isquémico cerebral transita por determinadas etapas 

temporales, e involucra mediadores tanto locales (endotelio, microglia, astrocitos) como 

sistémicos (células inflamatorias circulantes, sistema del complemento). La investigación en esta 

área como en los restantes aspectos de la cascada isquémica, se mantiene en un desarrollo 

continuo, y ha demostrado que el sistema nervioso central mantiene una estrecha interacción 

recíproca con el sistema inmune. En etapas tempranas luego del ictus, el proceso inflamatorio 

comienza en el espacio intra-vascular a partir de la oclusión del vaso, cuando la hipoxia estimula 

la cascada de coagulación, activa el sistema del complemento, las plaquetas128 y modula a las 

células endoteliales (ej. expresión de factores de adhesión vascular, producción de EROs, 

inhibición de eNOS, aumento del transporte trans-endotelial, expresión de proteasas, 

disminución en los niveles de proteínas de unión endotelial adyacente).129 El desbalance 

oxidativo vascular provoca la contracción de los pericitos capilares, lo que agrava aún más la 

obstrucción del FSC.130 Como consecuencia, ocurre una disrupción en la integridad de la BHE y 

la matriz extracelular, que facilita la extravasación de células inflamatorias circulantes.131 Al 

mismo tiempo, en el espacio peri-vascular, las células mastoides liberan diversos mediadores, 

como la histamina, proteasas y el Factor de Necrosis Tumoral (del inglés: “Tumor Necrosis 

Factor”, TNF), mientras que macrófagos activados producen citocinas y quimiocinas pro-

inflamatorias que refuerzan la inducción de proteínas de adhesión endotelial, la ruptura de la 
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BHE y la trans-migración de células inflamatorias (neutrófilos, leucocitos, monocitos).132 De 

igual manera, en el parénquima cerebral, la microglia y los astrocitos hipóxicos adquieren un 

estado caracterizado por, entre otros aspectos, la producción de citocinas y quimiocinas, de 

receptores específicos y de metaloproteinasas de la matriz extracelular,133,134 contribuyendo al 

ambiente pro-inflamatorio. 

A medida que la cascada isquémica progresa, diversos procesos inflamatorios se van 

estableciendo a partir de componentes de ambos sub-sistemas, el innato y el adaptativo (Tabla 2). 

La necrosis neuronal libera al parénquima diversas moléculas que en su conjunto se han 

denominado patrones moleculares asociados a daños (del inglés: “damage-associated molecular 

patterns”, DAMPs) que activan a las células inflamatorias mediante diferentes receptores (ej. los 

de tipo Toll) expresados en microglia, macrófagos perivasculares y células endoteliales.135 Las 

DAMPs pueden tener efectos beneficiosos o deletéreos en dependencia de la etapa del proceso 

inflamatorio, por ejemplo en la fase aguda post-ictus, la neutralización por anticuerpo de la 

proteína HMGB1 (del inglés: “high mobility group protein B1”) es neuroprotectora,136 pero en 

etapas de resolución, la HMGB1 realiza acciones restauradoras.137 Otras DAMPs conocidas son: 

el ácido úrico, las proteínas de choque térmico, el ATP, las proteínas S100, el heparan sulfato, y 

los ácidos nucleicos (ADN, ARN).138 

Los componentes del sistema inmune adaptativo incluyen tanto a las células B y T, como sus 

productos secretados (anticuerpos, citocinas, quimiocinas). Las células T entran al parénquima 

cerebral tras su adhesión al endotelio facilitada por la disrupción de la BHE y las quimiocinas, y 

producen localmente interferón gamma (IFN-γ), el cual es altamente tóxico para las neuronas.139 
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Tabla 2. Mediadores de la inflamación post-isquémica y sus fuentes celulares.140 

Mediador / 
(fuente celular) 

Iniciación 
(no transcripcional) 

Amplificación 
(transcripcional) 

Resolución 
(transcripcional) 

Moléculas de adhesión  P-selectinas (CE, PLQ) ICAM-1, VCAM-1, P-selectina, 
E-selectina, Mac-1, VLA-1 (CE, 
Leuc, MPV, MG, AC) 

- 

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

Citocinas IL-1β (MG, MPV, CM),     
IL-1α (PLQ), TNF (CM) 

IL-1, IL-6, IL-10, IL-17, IL-20, 
TNF (CE, MPV, MG, AC, Neu) 

TGF-β, IL-10, IL-17, IL-23, 
(T cel, MG, Macr, AC) 

Proteasas Elastase, MMP-8, MMP-9, 
MT6-MMP (Leuc) 
Factores de coagulación 
(Circ), Complemento (Circ, 
CE, AC, Neu) 

MMP2, MMP9 (CE, Leuc) 
Complemento (Circ, CE, AC, 
Neu) 

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: macrófagos perivasculares; MG: microglia; 
AC: astrocitos; Neu: neuronas, Macr: macrófagos; CM: células mastoides; T cel: células T; Circ: células sanguíneas 
circulantes 

 

El papel deletéreo en la etapa aguda post-ictus de los linfocitos T se ha demostrado por diferentes 

métodos, por ejemplo, la depleción o bloqueo farmacológico de células Tγδ,141 CD8+ o  CD4+,142 

disminuye el daño isquémico cerebral. Otro tipo de linfocito T que por el contrario, posee 

propiedades inmuno-supresoras y moduladoras, son las llamadas células T reguladoras, 

caracterizadas por la expresión de un factor transcripcional que dirige su diferenciación, el Foxp3 

(del inglés: “factor forkhead box protein P3”), y la producción de IL-10 y TGF-β.143 Diversos 

estudios recientes muestran el papel protector de estas células frente al ictus isquémico de 

gravedad moderada,144 e incluso su transferencia adoptiva ha mostrado efectos beneficiosos tanto 
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en el sistema nervioso central145 como en la periferia.146 Por otro lado, las células B reguladoras 

también han evidenciado ser protectoras frente al ictus isquémico, mediado por la disminución 

en la extravasación y activación de leucocitos, y de citocinas pro-inflamatorias.147,148 

La respuesta inflamatoria tardía tiene como objetivo participar en la reorganización estructural y 

funcional del cerebro isquémico. Hasta el momento existe un conocimiento limitado de los 

mecanismos involucrados en esta etapa, pero las evidencias sugieren que no transita por vías 

pasivas, es decir, debido al agotamiento de los mediadores pro-inflamatorios deletéreos de la fase 

aguda, sino más bien debido a la interacción de eventos supresores de la inflamación con 

procesos beneficiosos derivados de la etapa pro-inflamatoria previa y con factores de 

supervivencia.149 Por ejemplo, la microglia activada y los macrófagos infiltrados se encargan de 

fagocitar los restos de células muertas mediado por señales liberadas por estas. La microglia, los 

astrocitos, las neuronas y células del sistema inmune también producen factores de crecimiento 

que favorecen la recuperación funcional (Tabla 2). 

1.1.4.5. Muerte celular 

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

eventos mutuamente excluyentes. Sin embargo, evidencias recientes indican que los mecanismos 

por los cuales una célula pierde su viabilidad comparten sitios y orgánulos sub-celulares, e 

incluso algunas moléculas iniciadoras y efectoras. La forma de muerte que predominará depende, 

entre otros factores, del estado de desarrollo del organismo, del contexto celular y de las señales 

extracelulares presentes.150  

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

una medida del efecto farmacológico de determinado tratamiento, o validar blancos terapéuticos 
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relevantes para la clínica. La mayoría de los estudios hasta el momento se han enfocado en la 

sustancia gris cerebral, pero recientemente la identificación de los mediadores de muerte de otros 

tipos celulares de la unidad neurovascular ha cobrado importancia, tales como los 

oligodendrocitos que conforman la sustancia blanca cerebral.151 

La mitocondria está involucrada tanto en los procesos de necrosis, apoptosis, como de autofagia 

luego del ictus isquémico, dependiendo de la severidad del daño, la presencia de reperfusión 

tisular y la naturaleza de la ruta de señalización celular. La IC bloquea completamente la 

producción de ATP por la mitocondria en las neuronas en el foco isquémico, provocando, en 

cuestión de minutos, una sobrecarga de Ca2+ intracelular y alteraciones iónicas que resulta en la 

muerte por necrosis.152 Sin embargo, en zonas donde la caída del FSC es menos severa, diversas 

vías de señalización celular involucran a la mitocondria en eventos que desencadenan la 

apoptosis, entre ellos, la liberación de citocromo c al citoplasma, donde interactúa con factores 

citosólicos como Apaf-1 y caspasa-9, activa la caspasa-3 y el subsecuente clivaje de proteínas 

sustratos, dentro de los que se incluye la  poli-ADP-ribosa polimerasa.153  

Estudios recientes sugieren que la autofagia pudiera contribuir a la reestructuración del tejido 

cerebral dañado mediante la degradación de agregados proteicos y orgánulos defectuosos.154 Sin 

embargo, la desregulación de este proceso también conlleva a efectos deletéreos cerebrales. 

Diversas EROs son capaces de oxidar e inactivar a proteínas reguladoras o efectoras de la 

autofagia neuronal, por ejemplo el H2O2 sobre la proteína Atg4, la S-nitración por •NO sobre 

IKK β (inhibiendo la vía de mTOR) y JNK (inhibiendo la disociación de beclina/Atg6 de Bcl-

2).155 La modulación adecuada de los procesos autofágicos podría constituir, por tanto, una 

estrategia terapéutica para el ictus, por ejemplo para reciclar componentes celulares dañados 
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como las mitocondrias disfuncionales156 y las proteínas alteradas que se van acumulando en el 

medio intracelular.157  

1.1.5. Estrategias terapéuticas 

Hasta el momento, existen cuatro intervenciones que se emplean en la práctica clínica y han 

demostrado cierta mejoría en los pacientes elegibles al ser aplicadas en la etapa aguda post-ictus: 

1) el manejo de los pacientes dentro de unidades hospitalarias especializadas (unidades de 

ictus);158 2) el uso de la aspirina antes de las 48 h post-ictus;159 3) la hemicraneotomía o 

descomprensión quirúrgica;160 4) la trombolisis por el factor activador del plasminógeno tisular 

(tPA) antes de las 4,5 h post-ictus.161 Un número considerable de estrategias se han evaluado y 

continúan probándose tanto en modelos experimentales como en ensayos clínicos con el objetivo 

de incrementar el arsenal terapéutico frente al ictus isquémico. Estas pueden ser divididas en: a) 

abordajes que mejoran la aplicación del tPA o nuevas moléculas trombolíticas; b) remoción 

mecánica del trombo; c) neuroprotección y restauración neurológica. 

Para incrementar la efectividad del tPA se han implementado los denominados protocolos 

“puente”, en los cuales se aplica el tPA por vía intravenosa inicialmente, y si no se demuestra la 

re-canalización arterial dentro de un período de tiempo determinado, se realiza una segunda 

administración de ese fármaco por vía intra-arterial,162 que puede ser combinado con dispositivos 

mecánicos, por ejemplo los sistemas MERCI163 o PENUMBRA.164 Además, también se ha 

demostrado experimentalmente y en estudios clínicos la efectividad de la aplicación 

concomitante del ultrasonido con tPA, mediada por un mejor transporte del fármaco hasta el 

coágulo que bloquea la arteria.165 Entre las nuevas moléculas trombolíticas con potencialidades 

clínicas se encuentran la desmoteplasa,166
 la tenecteplasa,167 el ancrod,168 la batroxobina,169  y el  
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activador del plasminógeno tipo uroquinasa tisular humana (del inglés: “Human Tissue 

Urokinase type Plasminogen Activator”, HTUPA).170
 Algunas de ellas tienen una mayor 

especificidad por la fibrina que el tPA, por lo que reducen el riesgo de complicaciones por 

hemorragias. 

Las estrategias neuroprotectoras se dirigen a bloquear la cascada isquémica en uno o varios de 

sus mecanismos patológicos. Dentro de esta categoría se incluyen, además, las terapias que 

modulan los procesos endógenos de protección, como el pre-condicionamiento,171 y a aquellas 

enfocadas en la regeneración/restauración  del tejido cerebral desde el punto de vista estructural 

y funcional. Tras más de 30 años de estudios preclínicos con este tipo de moléculas, todavía no 

se ha logrado aplicarlas en la práctica clínica, lo que ha conllevado a una diversidad de criterios 

para explicar este hecho. En un estudio que revisó críticamente las evidencias de 1026 moléculas 

evaluadas como posibles tratamientos del ictus isquémico, se encontró que aquellas testadas en 

ensayos clínicos (114) no habían mostrado mayor efectividad experimental en fase pre-clínica 

que aquellas evaluadas solo en modelos animales (912), lo cual pone en duda si la selección de 

los mejores candidatos hacia ensayos clínicos ha sido adecuada o permeada por criterios 

económicos.172 El mayor número de estudios clínicos reportados de neuroprotectores en el 

infarto cerebral ha sido para bloqueadores de canales de Ca2+, seguido por 

antioxidantes/secuestradores de radicales libres, hipotermia, bloqueadores de canales de Na2+  y 

antagonistas de receptores de glutamato.13 Entre las recomendaciones más importantes para 

llevar a cabo los estudios preclínicos de IC se encuentran las reportada por el grupo STAIR (del 

inglés: “Stroke Therapy Academic and Industry Roundtable”), resaltando por ejemplo el empleo 

de al menos dos modelos en dos especies animales diferentes,173 y que han sido, además, 
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extendidas también para ensayos clínicos.174 Las estrategias de restauración neurológica implican 

la recuperación cognitiva y motora mediante diversos mecanismos, como por ejemplo la 

reestructuración de las conexiones neurales remanentes, o la génesis de nuevas neuronas y 

conexiones. Entre los candidatos evaluados hasta el momento se encuentran las células madres 

(ej. embriónicas, de médula espinal, progenitoras adultas multipotentes, umbilicales y 

neurales).175  

1.2. C-Ficocianina y Ficocianobilina 

1.2.1. Estructura y función 

La C-Ficocianina (C-FC) es un compuesto de origen natural, una biliproteína, que se encuentra 

en algunas algas verde-azules como la Spirulina platensis, la cual es frecuentemente utilizada 

como un suplemento dietético en muchos países por sus propiedades nutricionales y 

citoprotectoras.176 La C-FC es una proteína altamente conservada que forma parte del 

ficobilisoma, un complejo proteínico macromolecular cuya función es utilizar energía solar para 

el aparato fotosintético de las cianobacterias.177 Las clases más comunes de ficobiliproteínas son: 

Alo-Ficocianina, C-FC y Ficoeritrina. Todas están formadas por una subunidad α y una β con 

pesos entre 17-20 kDa. Contienen grupos prostéticos tetrapirrólicos lineales isoméricos 

diferentes (grupo cromóforo o bilin) y que difieren en cuanto a la disposición de sus dobles 

enlaces. Estos grupos bilin están unidos a las cadenas polipéptídicas mediante enlaces tioéter a 

residuos específicos de cisteína.178 En la C-Ficocianina el grupo bilin se denomina 

Ficocianobilina (FCB), y contiene tres en su estructura, uno de ellos unido a la cisteína 84 de la 

cadena α y el resto a las cisteínas 84 y 155 de la cadena β, respectivamente (Anexo 1).20  
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1.2.2. Efectos farmacológicos 

1.2.2.1. Estudios in vitro  

Una gran parte de los estudios in vitro con C-FC se han realizado con el propósito de demostrar 

sus propiedades antioxidantes,  anti-inflamatorias, citoprotectoras y anti-tumorales. Ensayos de 

quimioluminiscencia demostraron la acción secuestradora de la C-FC sobre los radicales 

alcoxilos e hidroxilos, además de la inhibición de hidrocloruro 2,2’ azobis 2-amidinopropano 

(HAAP), un iniciador de la formación de radicales libres y de la POL.179  La C-FC inhibe el 

incremento de peróxidos lipídicos de microsomas del hígado de ratas después de la co-

incubación con ácido ascórbico y hierro.180 Basado en estos resultados también se ha reportado 

que la C-FC protege los eritrocitos humanos de la lisis celular.181 La interacción de ambos, la C-

FC y la FCB, con peroxinitro (ONOO-) fue estudiada espectroscópicamente y se demostró que 

son eficientes secuestradores de esta ERO.21 Por otra parte, estudios en líneas celulares han 

mostrado que la C-FC limita la proliferación de tumores, por ejemplo de origen leucemia 

mieloide,182 y hepatocarcinoma.183 Además, se ha observado que la C-FC es un inhibidor de la 

agregación plaquetaria.184 Se ha demostrado también en dos sistemas experimentales (ensayo de 

enzima aislada y ensayo sanguíneo completo) que la C-FC es un inhibidor selectivo de la    

COX-2.185 Otros resultados sugieren que la C-FC puede ser empleada como agente cicatrizante 

de heridas pues, regula transcripcionalmente el factor activador de plasminógeno tipo-uroquinasa 

a través de la ruta de la proteína quinasa A dependiente de AMPc e incrementa la proliferación y 

migración de fibroblastos humanos.186 A una concentración entre 1-3 mg/mL, la C-FC previene 

la muerte neuronal causada por la ausencia de potasio y suero en un cultivo de células granulosas 

cerebelares durante 24 horas23 lo que sugiere una acción neuroprotectora.187   
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1.2.2.2.  Estudios in vivo  

Estas investigaciones se han realizado principalmente con el objetivo de explorar las 

potencialidades anti-inflamatorias, citoprotectoras y cicatrizantes del compuesto. La C-FC inhibe 

el edema producido en modelos de inflamación de la pata inducida por carragenina y glucosa 

oxidasa,188 así como en el modelo de inflamación de la oreja del ratón inducida con ácido 

araquidónico.189 Se propuso que los efectos pueden ser debidos a la inhibición de la POL. En el 

modelo de artritis inducida por zimosano en ratones, la C-FC (25, 50, 100 mg/kg), administrada 

por vía oral, diariamente durante 8 días, suprimió la actividad de la glucuronidasa en un 60, 80 y 

93%, lo que mostró una disminución de la respuesta inflamatoria.190 Por otro lado, la inhibición 

de la COX-2 por la C-FC media sus efectos protectores contra el daño hepático inducido por 

CCl4, asociado además a su capacidad de secuestrar eficientemente radicales libres e inhibir la 

POL.191 En ratones tratados intra-traquealmente con lipopolisacárido (LPS), la C-FC 

administrada tres horas después, logró disminuir en los pulmones los niveles de citocinas pro-

inflamatorias (TNF-α, IL-6, IL-1β) y quimiocinas (CINC-3), de EROs (nitrito/nitrato, O2•
-), así 

como la expresión de iNOS, COX-2 y del factor NF-κB, y la actividad de la mieloperoxidasa. 

Además, moduló la expresión de factores anti-apoptóticos (aumento de Bcl-2 y Bcl-XL) y anti-

apoptóticos (disminución de Bax) mitocondriales.192 La C-FC también ha sido evaluada en un 

modelo de colitis inducida por ácido acético en ratas, inhibiendo la actividad de mieloperoxidasa 

y la infiltración de neutrófilos en el tejido del colon.193 La aplicación tópica de C-FC en heridas 

dérmicas en ratones acelera el ritmo de cicatrización,194 involucrando la modulación efectiva de 

proteínas totales, ácido urónico y factores de crecimiento.195 Por otra parte, la C-FC mejoró la 

recuperación cardíaca durante el daño al miocardio inducido por isquemia/reperfusión, mediado 
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por la activación de ERK1/2 y la expresión de Bcl-2 y también por la atenuación de p38 MAPK 

y caspasa-3.196 

El papel neuroprotector de la C-FC ha sido examinado en un modelo de daño cerebral inducido 

por ácido kaínico en ratas. Los síntomas clínicos de este modelo incluyen sacudidas, temblores y 

alteraciones en el comportamiento. La incidencia de estos cambios fue significativamente más 

baja en aquellas ratas que recibieron 100 mg/kg por vía oral de C-FC.197 La C-FC logró atenuar 

los daños causados en hígado y cerebro con una dosis intra-peritoneal de 50 mg/Kg, 

administrada dos veces en un intervalo de 24 horas, en un modelo de encefalopatía hepática 

inducida con tioacetamida en ratas.198 Otros estudios preclínicos de la C-FC incluyen su papel 

protector y antioxidante frente a la aterosclerosis,199  la hipertensión asociada al síndrome 

metabólico,200 el daño renal inducido por HgCl2
201 y cisplatina,202,203 la catarata inducida por 

selenio (Na2SO3)
204 y la encefalomielitis autoinmune experimental en ratas.205 

La C-FC posee pocos estudios toxicológicos, pero las evidencias sugieren que es altamente 

segura. La dosis efectiva de la C-FC en varios modelos animales de diferentes enfermedades ha 

sido de 25 a 300 mg/Kg, administrada por vía oral, intra-peritoneal o tópica. La dosis mayor 

reportada hasta el momento para la C-FC es de 3 g/Kg para ratas y ratones, por vía oral, sin 

mortalidad asociada. Los animales fueron observados por 14 días y no mostraron ninguna 

alteración en el comportamiento, y las diferencias en el peso no fueron estadísticamente 

significativas entre tratados y no tratados.  En el análisis histopatológico no se encontraron daños 

en órganos y tejidos.206  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Purificación y caracterización físico-química de la C-FC y la FCB 

La C-FC y la FCB fueron purificadas y caracterizadas por métodos físico-químicos por el 

Departamento de Física-Química del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (Anexo 1). 

La C-FC con más de un 90% de pureza (en lo adelante C-FC o C-FC90%) fue purificada 

siguiendo un procedimiento reportado.205 El contenido de endotoxina se determinó por el ensayo 

de turbidez en lisado de amebocitos de Limulus polyphemus.207 La C-Ficocianina comercial 

(Biodelta Ltd., Sudáfrica) fue obtenida con certificado de calidad No. 24326-NOP-B, a una 

pureza del 30% (en lo adelante C-FC30%). La purificación de FCB se describe en el Anexo 1. 

Antes de aplicarse, las soluciones de ambas moléculas fueron filtradas en condiciones estériles 

(filtros de 0,2 µm, Sartorius, Minisart®, Alemania).  

1.3. Evaluación del efecto mitoprotector de la C-FC en mitocondrias aisladas  

1.3.1.   Aislamiento de mitocondrias de cerebro de rata 

Las mitocondrias fueron aisladas siguiendo un procedimiento previamente descrito con 

modificaciones menores.208 Brevemente, dos ratas Wistar machos pesando 200-240 g fueron 

sacrificadas por decapitación, y sus cerebros fueron rápidamente removidos y colocados en 10 

mL del búffer de aislamiento frío (manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, ácido tetraacético 

etilenglicol (EGTA) 1mM, albúmina de suero bovino (BSA) 0,1% deslipidada y ácido 4-(2-

hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico (HEPES), pH 7,2). El bulbo olfatorio, el cerebelo y las 

regiones de la base del cerebro fueron desechadas, y los hemisferios cerebrales fueron divididos 

usando tijeras quirúrgicas y lavados dos veces en el búffer de aislamiento. El tejido cerebral fue 

manualmente homogeneizado en 20 mL de búffer de aislamiento usando un homogeneizador 
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tipo Dounce (20-25 vueltas). El homogenado fue centrifugado a 4 ºC (2 000 × g, 3 min)  en un 

rotor Hitachi RT15A5 (Japón), y el sobrenadante resultante fue nuevamente centrifugado         

(12 000 × g, 8 min). El pellet fue suavemente resuspendido en 10 mL de búffer de aislamiento 

conteniendo 20 µL de digitonina 10% (para inducir la lisis de los sinaptosomas), mediante el 

empleo de un fino pincel, y luego centrifugado a 12 000 × g por 10 min. El pellet oscuro 

obtenido fue resuspendido en 10 mL de búffer de aislamiento sin EGTA ni BSA y centrifugado 

nuevamente (12 000 × g, 10 min), y el pellet resultante  fue resuspendido en 200 µL de medio 

estándar de incubación (MEI: manitol 225 mM, sacarosa 75 mM y K+HEPES 10 mM, pH 7,2). 

La concentración de proteínas totales fue determinada por el método de Biuret usando BSA 

como estándar, y fue aproximadamente 30-50 mg/mL para cada preparación. Todos estos 

procedimientos se realizaron a 4 0C. 

1.3.2.  Ensayos mitocondriales 

Los experimentos empleando mitocondrias de cerebro de ratas (MCRs) aisladas fueron 

realizados a 30 ºC con agitación magnética constante en el MEI descrito anteriormente. La 

relación control de respiración (cociente entre las pendientes respiratorias del estado 3 y el estado 

4) fue por encima de 4, determinada luego del monitoreo del consumo de oxígeno con un 

oxígrafo equipado con un electrodo tipo Clark (Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido), y con 

1 mg/mL de MCRs más succinato 5 mM, rotenona 2 µM, ADP 800 µM y KH2PO4 2 mM. La 

oligomicina a 1 µg/mL fue usada en el estado 4. El hinchamiento mitocondrial fue estimado a 

partir de la disminución en la absorbancia a 540 nm usando un espectrofotómetro Hitachi modelo 

U-2910 (Japón). La generación de EROs en MCRs fue monitoreada empleando la sonda 

diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) a 2 µM (Invitrogen, Life Technology Co., 
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EEUU). Los cambios en la fluorescencia del producto DCF fueron monitoreados usando un 

espectrofluorímetro F-4500 (Hitachi, Japón) a unas longitudes de onda de excitación/emisión 

503/529 nm, y los resultados se expresan como diferencias respecto al valor inicial.209,210 El 

potencial de membrana mitocondrial (∆Ψ) fue estimado mediante el monitoreo continuo de la 

concentración del catión lipofílico cloruro de tetrafenilfosfonio (TPP+) en el medio 

extramitocondrial211 con un electrodo selectivo para TPP+ (World Precision Instruments Inc., 

EEUU) conectado al oxígrafo. Para el cálculo del ∆Ψ, se asumió que el volumen de la matriz de 

las MCRs fue de 1,5 µL/mg de proteína. El potencial de membrana fue calculado asumiendo que 

la distribución del TPP+ entre la mitocondria y el medio siguió la ecuación de Nernst. La 

correcciones se realizaron de acuerdo a la constante de asociación del TPP+ con la membrana 

mitocondrial reportada previamente.212 Los resultados se expresaron como porciento de ∆Ψ 

respecto al nivel alcanzado antes de la adición de Ca2+. La liberación de citocromo c fue 

evaluado en las mismas condiciones que se emplearon en los experimentos de hinchamiento. La 

suspensión mitocondrial fue centrifugada (9000 × g, 6 min) a 4 0C, y el sobrenadante (100 µL) 

fue mezclado con 2 µL de un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, EEUU) e 

incubado con 25 µL de búffer de corrida (glicerol 50%, SDS 10%, bromofenol azul 0,05%, 

mercaptoetanol 25%) a 95 0C por 5 min, luego sometido a una SDS-PAGE al 12% y transferido 

a una membrana de nitrocelulosa. Para la detección se empleó un anticuerpo monoclonal de 

ratón contra citocromo c (1:1000, BD Biosciences Pharmingen, EEUU), un anticuerpo 

secundario anti-ratón conjugado con peroxidasa de rábano (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, 

EEUU) y el sistema ECLTM (GE HealthCare, Reino Unido). Los filmes obtenidos se colocaron 

en un escáner digital (Hewlett Packard  HP Scanjet 3770, EEUU) para la adquisición de las 
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imágenes. La densitometría se realizó usando el programa ImageJ 1.41 (Institutos Nacionales de 

la Salud [INS], EEUU). Los resultados fueron presentados como porciento respecto al control 

dañado con Ca2+/fosfato. 

1.4. Ensayo electroquímico con C-FC   
 

Los ensayos electroquímicos fueron realizados con un instrumento BAS CV-27 (Bioanalytical 

System Inc., EEUU)  usando celdas electroquímicas convencionales con tres electrodos y un 

sensor Omnigraphic 100 (Texas Instruments, EEUU). Se empleó como electrodo de trabajo uno 

de carbono vidrioso con un área de 0,0314 cm2, pulido con agua-alúmina 1 µM y lavado 

meticulosamente con agua y acetona. Un alambre de platino fue usado como electrodo opuesto, y 

todos los potenciales se refirieron a un electrodo [Ag/AgCl/KCl (sat)] sin considerar el potencial 

del líquido de unión. La solución electrolítica de soporte (SES) se obtuvo mezclando KCl 100 

mM con ácido tricloroacético 100 mM pH 3,3, mientras que la solución de Fe3+-EDTA (0,1 mM)  

se preparó a partir de adiciones equimolares de Fe(NO3)3 y Na2H2EDTA . La solución madre de 

hidroperóxido 100 mM fue preparada disolviendo H2O2 30% con la SES. Cada muestra fue 

desoxigenada con argón por 20 min antes de realizar las mediciones electroquímicas. La 

voltametría cíclica se realizó en un volumen final de 5 mL para todos los experimentos con una 

velocidad de barrido del potencial igual a 30 mV/s y una ventana de potencial entre -0,4 V y 0,4 

V. Los experimentos controles se llevaron a cabo en la SES en presencia de Fe3+-EDTA o H2O2, 

en presencia de ambos sin C-FC u oxígeno (purgador de argón). El ruido voltamétrico de fondo 

se midió en presencia de Fe3+-EDTA pero en ausencia de peróxidos o de oxígeno (purgador de 

N2). 
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2.4. Evaluación del efecto de la C-FC y FCB en líneas celulares 

2.4.1. Línea PC12 

Las células PC12 (ATCC, EEUU) se expandieron en medio RPMI 1640 (Gibco, EEUU) 

suplementado con suero de caballo al 10% inactivado con calor, 5% de suero fetal bovino, 100 

U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 0,3 mg/mL de L-glutamina a 37 0C en 5% 

CO2/95% aire. El medio se cambió cada dos días y las células se sub-cultivaron cada 4 días con 

solución de tripsina (0,05%)/EDTA (0,025%) a 3 x 105 células/mL. Para el ensayo de viabilidad, 

las células se cultivaron en cuadruplicado en placas de 96 pozos (pre-cubiertas con 10 µg/mL de 

poli-D-lisina por 1 h) a una concentración de 2 x 104 células/mL por 24 h. A continuación, 

fueron incubadas con H2O2 o glutamato recién preparados en medio completo a diferentes 

concentraciones durante 24 h, o pre-tratadas con C-FC o FCB durante 24 h seguido por la 

incubación con medio fresco conteniendo el producto y el tóxico (200 µM H2O2 o 40 mM 

glutamato), por 24 h. 

2.4.2. Línea SH-SY5Y 

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Banco de Células de Río de Janeiro, Brasil) 

fueron expandidas en medio DMEM (Gibco, EEUU) conteniendo suero fetal bovino 10%, 

penicilina G 100 UI/mL, estreptomicina 100 µg/mL y anfotericina B 0,25 µg/mL, en una 

atmósfera de CO2 5%/ aire 95% a 37 0C. El medio se cambió cada dos días, las células fueron 

subcultivadas cada cuatro días por tripsinización y re-sembradas a una densidad de 4 x 105 

células/mL. Las células SH-SY5Y entre el tercero y séptimo pase fueron cultivadas en 

cuadruplicado en placas de 96 pozos a 4 x 104 células/200 µL/pozo durante 24 h. Las células 

fueron incubadas con t-BOOH recién preparado en medio completo a diferentes concentraciones 
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durante 6 h, o pre-tratadas con C-FC durante 24 h seguido por la incubación con medio fresco 

conteniendo C-FC y 25 µM t-BOOH por otras 6 h. 

2.4.3. Ensayo de viabilidad celular 

La viabilidad celular  fue medida a través de los productos azules formazán obtenidos de la 

transformación enzimática del MTT (del inglés: “3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide”) (Sigma-Aldrich, EEUU) por las deshidrogenasas mitocondriales, las 

cuales son activas solamente en células viables.  Después del período de incubación con los 

productos (C-FC o FCB) y los tóxicos (H2O2, glutamato o t-BOOH), las células fueron lavadas 

suavemente con PBS estéril pH 7,2 (200 µL/pozo), y el MTT (recién preparado a 0,5 mg/mL en 

medio libre de suero) fue añadido a 200 µL/pozo e incubado por 4 h a 37 0C. Después de la 

retirada del MTT, 200 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) fue añadido a cada pozo para solubilizar 

los cristales de formazán, y la absorbancia de cada pozo fue medida a 570 nm en un lector de 

placas (equipos Varian Cary 50, Australia, para células SH-SY5Y; o SUMA, La Habana, Cuba, 

para células PC12). Los resultados fueron expresados como el porciento de absorbancia en 

relación a las células controles no dañadas. 

2.5. Evaluación del efecto de la C-FC y FCB en modelos animales de isquemia cerebral 

y de los mecanismos moleculares involucrados 

2.5.1. Modelo de isquemia/reperfusión cerebral global en gerbos de Mongolia 

2.5.1.1. Animales y diseño experimental 

Los gerbos de Mongolia machos de 60-80 g (CENPALAB, La Habana, Cuba) fueron adaptados 

por al menos una semana y luego mantenidos en condiciones ambientales de  25 ± 1 0C  y una 

humedad relativa de 60%, en un ciclo de 12 horas alternas de luz-oscuridad. Se les suministró 
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agua y alimentación ad libitum. Todos los procedimientos fueron aprobados por la institución, y 

siguieron normas bioéticas internacionales (Directiva del Consejo de Comunidades Europeas del 

24 de noviembre de 1986, 86/609/EEC). 

Los gerbos fueron divididos aleatoriamente en los grupos siguientes: a) grupo control (n=25 o 

n=20 para los esquemas profiláctico o terapéutico, respectivamente), a cuyos animales se les 

practicó la disección quirúrgica de las arterias carótidas comunes (ACCs) sin ocluirlas; b) grupo 

I/R vehículo (n=33 o n=25 para los esquemas profiláctico o terapéutico, respectivamente), 

animales con oclusión de las ACCs y tratamiento con solución NaCl 0,9%; c) grupo I (n=31), 

animales isquémicos y tratados con una dosis diaria por vía oral con C-FC30% 200 mg/Kg, 

durante siete días anteriores a la cirugía (esquema profiláctico); d) grupo II, III y IV (n=21 cada 

uno), animales isquémicos y tratados con dosis acumulativas de C-FC30% de 50, 75 y 100 mg/Kg, 

respectivamente, a los 30 min, 3, 6 y 12 h posteriores a la cirugía (esquema terapéutico); e) grupo 

tratado con C-FC90% 25 mg/Kg siguiendo el mismo esquema terapéutico (n=10). 

2.5.1.2. Procedimiento quirúrgico 

Los gerbos fueron anestesiados con hidrato de cloral (300 mg/Kg, i.p.),213 y sus ACCs se 

ocluyeron bilateralmente durante 10 min. La interrupción de la circulación y comienzo de la 

recirculación se confirmó visualmente y luego la piel se suturó asépticamente. Los animales con 

operación simulada (grupo control) fueron anestesiados, y sus ACCs sólo fueron expuestas sin 

oclusión. La temperatura del cuerpo durante la oclusión vascular se mantuvo a 36,8 ± 0,3 0C con 

una lámpara incandescente y los animales se dejaron recuperar en una manta eléctrica de 

calefacción. Después de que los gerbos se recuperaron de la anestesia, se les dio libre acceso al 

agua y la alimentación como en condiciones de mantenimiento pre-quirúrgicas. 
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2.5.1.3. Evaluación neurológica 

Después de 24 h de reperfusión, un observador entrenado realizó la evaluación neurológica de 

los diferentes grupos experimentales siguiendo los criterios de Lawner y cols. (1979).214 La 

escala neurológica se calcula como la sumatoria de la puntuación de diferentes signos clínicos: a) 

ptosis (sin síntomas = 0; un párpado parcialmente cerrado = 1; un párpado totalmente cerrado = 

2; ambos párpados cerrados parcialmente = 3; ambos párpados se cerraron totalmente = 4) b) 

erizamiento del pelo (sin síntoma = 0; pelo erizado = 1); c) disminución del tono muscular (sin 

síntoma = 0; tono muscular disminuido o fuerza en las extremidades = 1); d) reflejo flexor (sin 

síntoma = 0; extremidades traseras ligeramente retirados cuando se pellizca = 1; no retirada de 

las patas traseras cuando se pellizca = 2); e) postura (normal = 0; encorvado = 1); f) patrón 

locomotor (normal = 0; lento = 1; no camina = 2). A mayor escala, mayor déficit neurológico, 

con un valor máximo de 11 puntos. 

2.5.1.4. Determinación del volumen de infarto 

Para la evaluación del infarto cerebral mediante tinción con TTC (del inglés: “2,3,5-

triphenyltetrazolium chloride”),215 se utilizaron seis animales por grupo (esquemas profilácticos 

y terapéuticos) a las 24 h después del procedimiento de I/R. Los gerbos anestesiados fueron 

sometidos a perfusión cardíaca con solución salina al 0,9% fría y se extrajeron sus cerebros, los 

cuales fueron congelados (20 min, - 20 0C) y se seccionaron en cinco cortes coronales de 2 mm 

de espesor (rostral a caudal). Los cortes de cerebro se incubaron durante 30 min en una solución 

al 2% de TTC a 37 0C y se fijaron por inmersión en una solución de paraformaldehído al 4 % (en 

PBS 0,1 M, pH 7,4) durante 48 horas.216 Cinco secciones cerebrales por animal teñidas con TTC 

fueron escaneadas (Hewlett Packard HP Scanjet 5370 C, EEUU), y las imágenes analizadas 
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usando un software comercial (Photoshop CS3 10.0, Adobe Systems Inc., EEUU). El área de 

infarto se calculó como se describe por Bahcekapili y cols. con algunas modificaciones.217 Las 

mediciones del tejido infartado se realizaron manualmente, definido como la región cerebral no 

teñida.  Se usó el área de infarto por secciones de cerebro para calcular el porcentaje del tejido 

infartado con relación al área hemisférica ipsilateral, y se expresó como el promedio de ambos 

hemisferios. El volumen de infarto o del hemisferio por secciones cerebrales, se determinó  

multiplicando el  área infartada o el área hemisférica, respectivamente, por el grosor del corte (2 

mm). El volumen de infarto por animal se calculó como el porcentaje de la suma del volumen de 

tejido infartado de los cinco cortes respecto a la suma del volumen del hemisférico ipsilateral, y 

se expresó como el promedio de ambos hemisferios. 

2.5.1.5. Evaluación histológica 

A los siete días posteriores al procedimiento quirúrgico, los animales sobrevivientes se 

anestesiaron con hidrato de cloral (300 mg/Kg, i.p.) y se  sometieron a perfusión cardíaca con 

solución salina 0,9 % fría durante 10 min y luego durante 15 min con el fijador formaldehído 

10% frío (en PBS 0,1 M, pH 7,4). Se extrajeron los cerebros del cráneo y después se fijaron en 

formaldehído al 10% durante una semana. Cada bloque de tejido fue embebido en parafina y se 

cortó con un micrótomo de deslizamiento (Sakura, Japón) en secciones coronales de 4 µm 

conteniendo el hipocampo dorsal en la coordenada -1,6 mm respecto a bregma,218 y se tiñeron 

con hematoxilina-eosina. El análisis morfométrico se realizó contando las neuronas viables (no 

eosinofílicas) en las diferentes áreas de la capa de células piramidales del hipocampo. El límite 

CA-2/CA-3 se definió utilizando una extrapolación morfométrica según un reporte previo.219 La 

región CA-4 se definió como la capa de células piramidales limitada por los dos brazos del giro 
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dentado. Las células piramidales mostrando atrofia, contracción, picnosis nuclear, coloración 

oscura citoplasmática o espacios vacíos se consideró indicativo de degeneración celular.220 Para 

la evaluación del  daño neuronal, se contó el número de neuronas viables en zonas determinadas  

de CA-1 (150 × 320 µm ) , CA-2 ( 150 × 320 µm ) , CA-3 ( 0,115 mm2) o CA-4 ( 150 × 320 µm) 

de cada animal usando el programa  ImageJ 1.41 (INS, EEUU).  Los recuentos de células se 

expresaron en porcentaje respecto al grupo control. 

2.5.1.6. Determinación de marcadores de estrés oxidativo 

Se utilizaron seis animales por grupo (del esquema profiláctico) a las 24 horas después de la 

cirugía, para la determinación de biomarcadores de estrés oxidativo. Las muestras de sangre 

fueron tomadas por punción cardíaca en animales anestesiados (hidrato de cloral 300 mg/Kg, 

i.p.), y luego sometidos a perfusión cardíaca con solución salina 0,9% fría durante 10 min. El 

suero se obtuvo por procedimientos estándares y se almacenó a -70 0C hasta su uso. Para la 

homogenización, cada cerebro se colocó en un tubo de micro centrífuga conteniendo perlas de 

vidrio de 4 mm y 2 mL de tampón KCl 0,1 M/histidina 5 mM (pH 7,3). El tejido se maceró y se 

agitó durante 2 min. Los homogenados se centrifugaron durante 5 min a 10 000 × g a 4 0C , y el 

sobrenadante se almacenó a -70 0C hasta su uso. El contenido de proteína de los homogenizados 

se determinó por el método del Azul Brillante de Coomassie.221 Los parámetros bioquímicos 

fueron determinados utilizando un espectrofotómetro Ultrospect III Plus (Pharmacia LKB, 

Suecia). La concentración de malonildialdehído (MDA), marcador de la POL, se ensayó 

empleando un kit comercial (Bioxytech, Oxis International Inc., EEUU). Para la determinación 

del peroxidación potencial (PP), las muestras fueron incubadas con 2 mM de CuSO4 a 37 0C 

durante 24 h. La PP se estimó tomando la diferencia entre el contenido de MDA en 24 y 0 h y se 
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expresó como µM para el suero, y µM/mg de proteína para el homogenado de cerebro.222 La 

capacidad reductora férrica (del inglés: “Ferric Reducing Ability of Plasma”, FRAP) del suero y 

del homogenado de cerebro se determinó sobre la base de la capacidad de las muestras para 

reducir el hierro de forma férrica (Fe3+) a su forma ferrosa  (Fe2+). El Fe (II)-2,4,6-tripiridil-s-

triazina formado se detectó a 593 nm. El ácido ascórbico se usó como estándar en la curva patrón 

y los resultados se expresaron como equivalentes µM de ácido ascórbico para el suero y µM/mg 

de proteína para el homogenado de cerebro.223 

2.5.1.7. Evaluación de la conducta exploratoria 

La evaluación del comportamiento se llevó a cabo antes (todos los animales) y siete días después 

(todos los animales sobrevivientes) del evento isquémico en el esquema profiláctico. La 

actividad locomotora se midió utilizando una caja de actividad automatizada (Modelo 7401, Ugo 

Basile, Italia) durante 30 min después de un período de 10 min de aclimatación, como se 

describe anteriormente.224 La actividad se cuantifica como el número de movimientos por animal 

durante 30 min. Se contó el número de empinamientos  durante tres intervalos de 3 minutos para 

cada animal y se obtuvo la mejor curva de ajuste (se define como la curva de habituación). 

2.5.2. Modelo de isquemia/reperfusión focal en retina de ratas 

2.5.2.1. Animales  

Las ratas fueron obtenidas del Centro de Cuidado de Animales del Campus de Ribeirão Preto, 

Universidad de São Paulo (USP). Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estándares 

de laboratorio (humedad 60%, 22 ± 1 0C y ciclo de luz/oscuridad de 12h), con acceso libre a 

comida y agua. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en correspondencia con las 

guías de la USP y la Directiva del Consejo de Comunidades Europeas del 24 de noviembre de 
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1986 (86/609/EEC) para la experimentación animal. 

2.5.2.2. Procedimiento quirúrgico 

La isquemia/reperfusión en retinas de ratas fue inducida siguiendo un procedimiento descrito 

previamente con algunas modificaciones.225  Las ratas machos Wistar con un peso de 250-300 g 

en el momento de la cirugía (n=5 por grupo) fueron anestesiadas con uretano a 450 mg/Kg vía 

i.p. (Acrôs Organic, EEUU),226 y luego se canuló la cámara anterior del ojo izquierdo con una 

aguja de calibre 27G conectada con un manómetro, una bomba y un reservorio de aire. La 

presión intraocular (PIO) se elevó hasta 120 mmHg durante 45 min. A continuación la aguja fue 

retirada, y la PIO fue normalizada durante un período de 15 min de reperfusión. El fármaco fue 

inyectado intraocularmente 15 min antes del daño isquémico a 0,5 µL/min con una bomba de 

infusión (Insight Ltd., Ribeirão Preto, Sao Paulo Brasil). Las retinas de los ojos derechos no 

fueron manipuladas y sirvieron como controles sanos (n=10). 

2.5.2.3. Evaluación histológica 

Después del período de reperfusión, los animales fueron sacrificados, y ambos ojos fueron 

rápidamente removidos, colocados en una solución de fijación (25,5 mL de etanol 80%, 3 mL de 

formaldehído 37% y 1,5 mL de ácido acético glacial) por 24 h y transferidos a etanol 80% 

durante otros cuatro días.227 Las retinas obtenidas fueron deshidratadas secuencialmente en 

etanol y xilol, y embebidas en parafina. Luego fueron cortadas en secciones de 5 µm a partir de 

aproximadamente 1 mm del nervio óptico, y teñidas con hematoxilina y eosina. Para cada grupo 

experimental, fueron fotografiados cinco campos microscópicos (400x de aumento) de una 

sección sagital por cada retina usando una cámara digital (DFC300 FX) acoplada a un 

microscopio óptico (DM 5000 B, software Q-Win, ambos de Leica Microsystems, Alemania). El 
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número de células viables fue contado manualmente en áreas establecidas (200 µm x 50 µm) de 

la capa nuclear interna (CNI) usando el programa ImageJ 1.41 (INS, EEUU). Las células que 

mostraron atrofia, picnosis nuclear, coloración oscura del citoplasma o espacios circundantes 

vacíos se consideraron dañadas. Los resultados fueron expresados como porciento respecto al 

número de células viables en las retinas controles. 

2.5.3. Modelo de penumbra isquémica por hipoperfusión cerebral aguda en ratas 

2.5.3.1. Animales y diseño experimental 

Las ratas Wistar machos (250-300 g) (CENPALAB, La Habana, Cuba) se mantuvieron bajo 

condiciones estándares de laboratorio (60% humedad, 22 ± 1 °C, y 12h de ciclo luz/oscuridad) 

con libre acceso a agua y comida. Los procedimientos se aprobaron por el comité institucional de 

ética de acuerdo con la directiva del Consejo de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 

1986 (86/609/EEC) y las orientaciones ARRIVE (del inglés: “Animals in Research: Reporting In 

Vivo Experiments”) para la experimentación animal.228 Los animales se dividieron 

aleatoriamente en los siguientes grupos: a) control: las ACCs solo se expusieron 

quirúrgicamente, sin ligadura; b) OPACC (oclusión bilateral permanente de las arterias carótidas 

comunes) vehículo: animales sujetos a OPACC y tratados con solución NaCl 0,9% vía i.p. por 30 

min, 1, 3 y 6 h después de la cirugía c) animales sujetos a OPACC y tratados con FCB 47 o 213 

µg/Kg, o con C-FC 8 mg/Kg por vía i.p. siguiendo el mismo esquema terapéutico. Estas dosis 

acumulativas fueron igualmente subdivididas para administrar la misma cantidad de fármaco 

cada vez y alcanzar la dosis final después de cuatro inyecciones. 

2.5.3.2. Procedimiento quirúrgico 

La hipoperfusión cerebral se indujo según se describió previamente.229 Brevemente, las ratas 
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fueron anestesiadas intraperitonealmente con 350 mg/Kg de hidrato cloral. La OPACC se realizó 

a través de dos ligaduras permanentes en las ACCs con hilo de sutura 5-0 y el posterior corte en 

el centro de ambos puntos ligados. La temperatura corporal durante la cirugía se mantuvo a 37 ± 

0,5 0C con una manta de calentamiento. Los animales se sacrificaron por decapitación 24 h 

después de la oclusión y sus bulbos olfatorios, cerebelos, estriados, cortezas cerebrales e 

hipocampos, fueron rápidamente removidos. La corteza cerebral se dividió en dos secciones 

(anterior y posterior) en relación al bregma, para el análisis de expresión de genes.230 

2.5.3.3. Microarreglo de ADN 

Los perfiles de expresión de ARNm en la corteza cerebral anterior fue realizado por Cogentech 

Consortium for Genomic Technologies (Milano, Italia) utilizando el chip de Affymetrix 

GeneChip Rat Gene ST 1.1, según los protocolos del fabricante. La extracción de los datos y el 

control de calidad inicial se realizaron utilizando los paquetes Bioconductor.231 Las intensidades 

de las señales se normalizaron usando RMA (del inglés: “Robust Multi-array Average”). El 

análisis estadístico de los genes expresados diferencialmente entre las ratas isquémicas tratadas 

con FCB y las tratadas con el vehículo se llevó a cabo usando el método de Rango de Productos 

implementado en el paquete RankProd.232 Un valor de q < 1,05 y cambios superiores a 1,5 veces 

se usaron para identificar genes diferencialmente expresados. El análisis de la ontología genética 

(GO) relacionada con los fenotipos de genes, se llevó a cabo usando Gorilla para cada lista de 

genes con expresión aumentada o disminuida.233 Los procesos biológicas se presentan como 

mapa de jerarquía utilizando la herramienta de visualización REVIGO.234 
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2.5.3.4. Expresión de genes por Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa 

en Tiempo Real 

Las regiones cerebrales removidas después de la eutanasia de los animales (n=3 por grupos) se 

preservaron en búffer RNAlater® (Ambion Inc., Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), 

se almacenaron a −20 0C hasta la homogenización y la extracción del ARN total por TRIzol 

(Invitrogen, San Diego, CA, EEUU). A partir de 1 µg de ARN, la síntesis de ADNc se llevó a 

cabo utilizando el High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. La Reacción en Cadena de la Polimerasa 

cuantitativa en Tiempo Real (del inglés: “quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction”, 

qRT-PCR) se realizó utilizando tres réplicas por gen. Todos los pasos técnicos se efectuaron de 

acuerdo a las recomendaciones MIQE (del inglés: “Minimal Information for Publication of  

Quantitative RT-PCR Experiments”).235 Los cebadores específicos de cada gen se diseñaron por 

medio de una búsqueda in silico con el algoritmo de alineamiento BLAST (Anexo 2) y se usaron 

a 300 mM (Metabion, Martinsried, Alemania). Como sistema de detección se usó el Fast SYBR 

Green PCR Master Mix en el instrumento de qRT-PCR Light Cycler 480 (Roche Applied 

Science, Mannheim, Alemania).236 Las reacciones controles con agua doblemente destilada 

resultaron negativas para los genes seleccionados. Los datos se calcularon como unidades de  

expresión normalizada media con el software Q-Gene,237,238 usando el gen peptidil-prolil cis 

isomerasa A (PPIA, también conocida como ciclofilina A) como referencia o normalizador para 

la cuantificación relativa.239 Los resultados se muestran como porciento respecto al grupo 

control. 
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2.5.3.5. Determinación de marcadores de estrés oxidativo 

Se utilizaron 5 animales por grupo para las determinaciones bioquímicas a las 24 h después de la 

cirugía. Las muestras de sangre se tomaron por punción cardíaca en los animales anestesiados 

que luego fueron perfundidos con solución salina fría al 0,9%. El suero se obtuvo por 

procedimientos estándares y almacenados a -70 0C hasta su uso. La homogenización cerebral se 

llevó a cabo colocando cada tejido cerebral en tubos de micrcentrífuga que contenían balines de 

acero de 4 mm y 2 mL de tampón 0,1 M KCl/5 mM histidina (pH 7,3). El tejido se homogenizó 

en un dispositivo Tissue Lyser II (Qiagen, CA, EEUU). El homogenado se centrifugó por 10 min 

a 10 000 × g a 4 0C, y el sobrenadante se almacenó a −70 0C hasta su uso. El contenido total de 

proteínas se determinó por el método de Bradford usando como patrón la BSA.240 Los 

biomarcadores de estrés oxidativo se determinaron en el suero y en los homogenados de las 

regiones cerebrales por medio de un espectrofotómetro T70 UV/VIS (PG Instruments Ltd, 

Wibtoft, Reino Unido).  

El MDA se determinó como marcador de la POL (kit LPO-586, Calbiochem, La Jolla, EEUU) 

por medio de una reacción colorimétrica con N-metil-2 fenilindol a 45 0C por 40 min de 

incubación y midiendo el producto estable a 586 nm. Para la determinación del potencial de 

peroxidación (PP) las muestras se incubaron con 2 mM de CuSO4 a 37 0C por 24 h. El PP se 

estimó por medio de la diferencia entre el contenido de MDA a las 24 y 0 h, y se expresó en µM 

para el suero y µM/mg de proteínas para los homogenados de las regiones cerebrales.222 

La actividad SOD (EC 1.15.1.1) se determinó por medio de un kit comercial (Cat. No. SD 125, 

Randox Labs, Crumlin, Reino Unido), donde la xantina y la xantina oxidasa se usaron para 

generar el radical anión superóxido (O2•
−), que reacciona con el cloruro de 2-(4-iodophenyl)-3-
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(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium (INT) para formar el colorante rojo formazán. La actividad 

SOD de la muestra se expresó de acuerdo al grado de inhibición de esta reacción. La actividad 

CAT (EC 1.11.1.6) se determinó siguiendo la descomposición del H2O2 a 240 nm por intervalos 

de 10 s durante 1 min.241 

2.5.3.6. Determinación de citocinas por Bio-Plex® 

Los niveles séricos de citocinas se determinaron por triplicado usando un instrumento Bio-Plex® 

dual laser (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) con kits de ensayos específicos (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, EEUU) para CXCL2, ICAM-1, IL-1β, TNF-α y VEGFA (Cat. No. LUR525, 

LUR583, LUR501, LUR510, LUR564, respectivamente), de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 

2.5.3.7. Evaluación histológica 

Luego de 30 días post-cirugía, las ratas (n=5 por grupo) fueron anestesiadas con hidrato de cloral 

350 mg/Kg i.p. y sometidas a una perfusión cardíaca con NaCl 0,9% seguida por 

paraformaldehído al 4% (en PBS 0,1 M, pH 7,4). Los cerebros fueron removidos y post-fijados, 

deshidratados y embebidos en parafina. Se obtuvieron cortes coronales de 5 µm de espesor en la 

coordenada -3,3 mm respecto a bregma,230 y teñidas con hematoxilina-eosina siguiendo un 

procedimiento estándar. Las imágenes digitales fueron obtenidas de las regiones del hipocampo 

con una cámara Canon Power Shot G5 (Japón) acoplada a un microscopio óptico Carl Zeiss 

(Alemania). Se consideró como neurona viable a aquellas con núcleos de forma redondeada u 

ovalada definida, sin mostrar reducción del soma o edema circundante.242 Se realizó un conteo 

neuronal usando el programa ImageJ 1.41 (INS, EEUU), en áreas definidas para CA-1, -2, -4 

(300 x 100 µm) y CA-3 (300 x 250 µm, largo x ancho) de manera bilateral (en el hipocampo de 
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ambos hemisferios cerebrales), y se calcularon los valores medios para determinar el porciento 

de neuronas viables respecto al grupo control. 

2.5.4. Modelo de isquemia/reperfusión cerebral focal inducida por endotelina-1 en ratas 

2.5.4.1. Animales y diseño experimental 

Las ratas Wistar machos (250-350 g) fueron obtenidas del Centro de Cuidado de Animales del 

Campus de Ribeirão Preto, Universidad de São Paulo (USP). Los animales fueron mantenidos 

bajo condiciones estándares de laboratorio (humedad 60%, 22 ± 1 0C y ciclo de luz/oscuridad de 

12h), con acceso libre a comida y agua. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en 

correspondencia con las guías de la USP y la Directiva del Consejo de Comunidades Europeas 

del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC) para la experimentación animal. Las ratas fueron 

divididas aleatoriamente en los grupos experimentales siguientes: a) control: animales con 

inyección intracerebral de solución salina 0,9% en lugar de endotelina-1 (ET-1); b) I/R vehículo: 

animales inyectados con ET-1 intracerebralmente y tratados con solución salina 0,9% i.p. a los 

30 min, 1, 3, y 6 h post-cirugía; c) animales con inyección intracerebral de ET-1 y tratados con 

C-FC a dosis acumulativas de 2,5; 5 y 10 mg/Kg i.p. siguiendo el mismo esquema terapéutico. 

2.5.4.2. Procedimiento quirúrgico  

El procedimiento se siguió a partir de un reporte previo con algunas modificaciones.243 Las ratas 

fueron anestesiadas por vía i.p. con una combinación de ketamina 80 mg/Kg y xilacina 8 

mg/Kg,244 y colocadas posteriormente en un marco estereotáxico. Se realizó una incisión en línea 

recta en la parte superior media de la piel encima del cráneo, removiendo cuidadosamente el 

periostio. La superficie ósea expuesta fue entonces limpiada con H2O2 3% y gasa estéril. A partir 

de la localización de bregma, se realizó una perforación del cráneo e inserción de la aguja de 
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inyección 27G en la vecindad de la Arteria Cerebral Media usando las coordenadas siguientes: -

0,2 (antero-posterior), +5,2 (lateral), -8,0 (ventral).230 La ET-1 a 600 pmol fue inyectada 

lentamente (1 µL/min) con una bomba de infusión (Insight Ltd., Ribeirão Preto, Sao Paulo 

Brasil), usando una jeringuilla Hamilton (Sigma-Aldrich, EEUU) conectada a la cánula de 

inyección mediante un fino tubo de plástico. La cánula se retiró del parénquima cerebral luego de 

cinco minutos a partir de la inyección de ET-1, y la piel fue suturada con hilo de seda 4-0. La 

temperatura rectal de las ratas se mantuvo en 37 ± 0,5 0C usando una lámpara incandescente. 

2.5.4.3. Evaluación neurológica 

Luego de 24 h posteriores a la cirugía, se midió el peso corporal y a continuación, se determinó 

el estado neurológico de las ratas mediante el uso de la escala reportada por García y cols. 

(1995).245 Esta escala se basa en la sumatoria de la puntuación (0, 1, 2, 3) de seis parámetros para 

un máximo total de 18 puntos: a) actividad locomotora espontánea; b) simetría motora de las 

cuatro extremidades; c) extensión de las patas delanteras; d) fuerza de agarre a una rejilla; e) 

sensibilidad propioceptiva corporal; f) respuesta de las vibrisas al roce. Una menor escala indica 

un mayor déficit neurológico. 

2.5.4.4. Determinación del volumen de infarto 

El volumen de infarto se determinó empleando la técnica de tinción con TTC.246 Un día después 

de la cirugía, las ratas (n=5 para los grupos control y tratados con C-FC; n=9 para ET-1 + 

vehículo) fueron anestesiadas (ketamina 80 mg/Kg/xilacina 8 mg/Kg i.p.) y sometidas a 

perfusión cardíaca con solución salina al 0,9% fría. A continuación se les extrajeron sus 

cerebros, los cuales fueron congelados  por 20 min a – 20 0C y se seccionaron en seis cortes 

coronales de 2 mm de espesor (rostral a caudal). Los cortes de cerebro se incubaron durante 30 
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min en una solución de TTC al 2% (en PBS 0,1 M pH 7,4) a 37  0C y se fijaron por inmersión en 

una solución de paraformaldehído 4% durante 48 horas a 4 0C. Las secciones fueron escaneadas 

(Hewlett Packard HP Scanjet G2710, EEUU), y analizadas mediante el programa ImageJ 1.41 

(INS, EEUU). La medición del área de infarto cortical y subcortical (zonas no teñidas) se realizó 

por cada sección coronal. El volumen de infarto por corte coronal se determinó multiplicando el 

área de infarto total por el grosor del corte (2 mm), y la sumatoria de las seis secciones como 

volumen de infarto total. Se calculó un factor de corrección para eliminar el efecto del edema, 

dividiendo el volumen del hemisferio ipsilateral sobre el hemisferio contralateral a la inyección 

de ET-1. El volumen de infarto reportado corresponde al resultado de dividir el volumen de 

infarto total calculado entre el factor de corrección del edema.247 

2.5.4.5. Evaluación histoquímica  

A las 24 horas post-cirugía, las ratas (n=5 para todos los grupos) fueron anestesiadas (ketamina 

80 mg/Kg/xilacina 8 mg/Kg i.p.) y sometidas a perfusión cardíaca con solución salina al 0,9% 

fría. A continuación se les extrajeron sus cerebros y se congelaron en una mezcla de isopentano 

(Sidma-Aldrich, EEUU) con hielo seco, y se mantuvieron a – 70 0C hasta su uso. Se realizaron 

cortes secuenciales (20 µm) en la región de -3,6 mm respecto a bregma,230 en un criostato (CM 

1850, Leica Microsystems, Alemania) con empleo de Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek, EEUU) 

a – 20 0C. Las láminas con 3 cortes secuenciales permanecieron toda la noche a 37 0C. A 

continuación, se utilizaron dos láminas por animal para realizar la tinción con dihidroetidio 

(DHE) (Cat. No. D1168, Invitrogen, Molecular Probes, EEUU), marcador fluorescente 

específico para el O2•
-, y la inmunofluorescencia contra la subunidad NOX2 de la enzima 

NADPH oxidasa, respectivamente. Siguiendo un protocolo previamente descrito,248 el DHE a 2 
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µM (en PBS 0,1 M pH 7,4) fue incubado con las láminas conteniendo los cortes histológicos 

cerebrales en una estufa a 37 0C por 30 min, protegidas de la luz, y luego fueron lavadas dos 

veces con PBS 0,1 M pH 7,4 y cubiertas con medio de montaje (S302380-2, Dako do Brasil 

Ltda., Sao Paulo, Brasil) para su observación. 

Las láminas conteniendo secciones coronales adyacentes a las usadas con el DHE, fueron fijadas 

en metanol (previamente enfriado) seguido por paraformaldehído 4%, a temperatura ambiente 

durante 10 min cada uno, y 3 lavados de 5 min con PBS 0,1 M pH 7,4. A continuación se 

bloquearon con una solución de BSA 3% / Tween® 20 0,5% (en PBS) por 30 min, a temperatura 

ambiente. La incubación con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-NOX2/gp91phox 

(ab31092, Abcam, EEUU), dilución 1:250 (en la misma solución de bloqueo), durante toda la 

noche a 4 0C, fue seguida por dos lavados con PBS 0,1 M de 5 min. La señal fue revelada con un 

anticuerpo secundario fluorescente Alexa Fluor® 488 anti-IgG (H+L) de conejo (Molecular 

Probes, Life Technologies, EEUU), dilución 1:1000 (en PBS 0,1 M pH 7,4), durante tres horas a 

temperatura ambiente y protegido de la luz. Las láminas fueron cubiertas con medio de montaje 

(S302380-2, Dako do Brasil Ltda., Sao Paulo, Brasil) para su observación. 

En el hemisferio ipsilateral a la inyección de la ET-1, fueron fotografiados tres áreas de interés 

en la corteza cerebral a un aumento de 200x  (HL, Par1 y Par2, del inglés: “hindlimb, parietal 1 y 

parietal 2”),230 usando una cámara digital (DFC300 FX) acoplado a un microscopio de 

fluorescencia (DM 5000 B, software Q-Win, ambos de Leica Microsystems, Alemania). Se 

realizó un análisis densitométrico de la intensidad de la fluorescencia emitida en cada corte 

usando el ImageJ 1.41 (INS, EEUU) y se determinó la media del grupo. Los resultados se 

muestran como el porciento de intensidad respecto al control (fluorescencia relativa). 
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2.6. Análisis estadístico 

El programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., EEUU) fue usado para el análisis 

estadístico. Los resultados se expresaron como media ± Error Estándar de la Media (E.E.M.). 

Para todos los datos obtenidos se verificó inicialmente la normalidad con la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov. A partir del resultado, se aplicaron diferentes pruebas de comparación de 

medias, paramétricas (análisis de varianza de clasificación simple [ANOVA], seguido de la 

prueba de Newman-Keuls de comparaciones múltiple) o no paramétricas (test de rangos de 

Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn’s). El análisis de supervivencia en gerbos de 

Mongolia se realizó con el método de Kaplan-Meier249 durante los siete días posteriores a la 

cirugía, y las curvas de supervivencia obtenidas se compararon mediante la prueba de “Log-

Rank”. Se realizó un análisis de regresión lineal para comparar las pendientes de las curvas de 

habituación en los gerbos de Mongolia. Se consideraron diferencias estadísticamente 

significativas los valores de p<0,05. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Efecto protector de la C-FC en mitocondrias de cerebro de rata frente al Ca2+/Pi 

En el siguiente conjunto de experimentos se evaluó el efecto de la C-FC sobre la TPM mediante 

la estimación del hinchamiento de las MCRs inducido por Ca2+ y fosfato inorgánico (Pi), como 

ha sido reportado previamente.250 Las comparaciones entre la disminución inicial de las 

pendientes de las absorbancias a 540 nm revelaron que la C-FC previno la TPM en un rango bajo 

de concentración micromolar (Fig. 2A). Esto sugiere que la inhibición de la TPM está 

involucrada en los mecanismos responsables de los efectos neuroprotectores de la C-FC. La 

TPM ha sido relacionada con el incremento en los niveles de EROs en la mitocondria de 

cerebro.251 Nuestros resultados mostraron que la sobrecarga de Ca2+ desencadenó un aumento 

significativo en los niveles de EROs en MCRs (Fig. 2B), y que el pre-tratamiento con C-FC 

previno este efecto. Para evaluar el efecto de la C-FC en la disipación del ∆Ψ promovida por el 

Ca2+, las MCRs fueron pre-incubadas con C-FC 30 µM por aproximadamente 10 min, y luego se 

añadió 100 µM de Ca2+ (Fig. 2C). La sobrecarga de Ca2+ produjo la disipación de 

aproximadamente el 30% del ∆Ψ, la cual fue contrarrestada de manera efectiva por el 

tratamiento ya sea con C-FC o con el inhibidor clásico de la TPM, la ciclosporina A (Fig. 2C). 

La liberación de citocromo c de la mitocondria juega un papel importante en la muerte celular.252 

Se empleó la técnica del Western blot para detectar el citocromo c libre en el sobrenadante 

obtenido luego de los experimentos de hinchamiento (Fig. 2D). La sobrecarga de Ca2+/ Pi 

provocó una liberación sustancial de citocromo c de MCRs, la cual fue prevenida por la C-FC a 

bajas concentraciones micromolares. El efecto de la C-FC fue significativamente superior al 

obtenido para el antioxidante Trolox. 
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3.2. Inhibición de la reacción de Fenton en presencia de la C-FC   

En la presente investigación evaluamos el efecto de la C-FC sobre la reacción de Fenton usando 

un dispositivo electroquímico.253 En la Fig. 3 se puede observar el voltamograma cíclico que 

representa el proceso redox (ecuación 1, trazo a) de Fe3+-EDTA a Fe2+-EDTA (ganancia de 1 

electrón). 

 

Fig. 2 (pie de figura en la página siguiente). 
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Fig. 2 (página anterior). Efecto de la C-FC en mitocondrias de cerebros de rata (MCRs) frente al daño 
inducido por Ca2+/Pi. (A) Hinchamiento mitocondrial. Las MCRs (1 mg/mL) fueron pre-incubadas por 5 
min a 30 0C con C-FC en MEI con 5 mM de succinato y 2 µM rotenona seguido por la adición de 100 µM 
CaCl2 (Ca2+) por otro min. Luego se añadió 3 mM KH2PO4 (Pi) a la suspensión mitocondrial, y la 
absorbancia fue monitoreada a 540 nm por 10 min. Se comparó el grado de hinchamiento  por la 
pendiente de la disminución de la absorbancia en los primeros 5 min posteriores de la adición de Pi. (B) 
Niveles de EROs mitocondriales. Las MCRs (1 mg/mL) fueron incubadas por 5 min a 30 0C en MEI más 
C-FC, 5 mM succinato, 2 µM rotenona, 3 mM KH2PO4 (Pi) y 2 µM H2DCFDA, y luego se inició el 
monitoreo de la fluorescencia. Después de 5 min, se añadió 100 µM CaCl2 (Ca2+) a la suspensión, la cual 
fue monitoreada durante otros 10 min. Las comparaciones entre las intensidades de fluorescencia se 
realizaron en este punto respecto al inicial (diferencias). (C) Potencial de membrana mitocondrial (∆Ψ). 
Se muestran los efectos en ausencia o presencia de 30 µM C-FC, en presencia de 1 µM de ciclosporina A 
(CsA), y el % de disipación del ∆Ψ después de añadir Ca2+ (flecha). Los valores de ∆Ψ antes y después de 
la adición de Ca2+ para los grupos sin aditivos, C-FC y CsA, en mV, fueron: −154,06 ± 4,43 y −108,90 ± 
3,14; −153,49 ± 2,81 y −143,96 ± 2,17; −159,52 ± 4,12 y −153,83 ± 5,26, respectivamente. El TPP+ a 0,5 
µM se adicionó secuencialmente (indicado por flechas) en MEI (con  5 mM succinato y 2 µM rotenona) 
hasta alcanzar una concentración final de 1,5 µM, en presencia o ausencia de aditivos (C-FC o CsA). 
Posteriormente se añadió las MCRs (2 mg/mL) y luego 100 µM CaCl2 (Ca2+). (D) Liberación de 
citocromo c (cit c) mitocondrial. Se muestran Western blots representativos y la densitometría del 
citocromo c libre obtenido después de la incubación de las MCRs en las condiciones de hinchamiento. 
Los resultados están presentados como media ± E.E.M. de tres experimentos independientes. Letras 
diferentes: p<0.05 de acuerdo a las pruebas de ANOVA y Newman-Keuls. 
 

 

Fig. 3. Efectos de la C-FC sobre la reacción de 
Fenton. Se muestran voltamogramas cíclicos de la 
oxidación-reducción reversible de Fe3+-EDTA/Fe2+-
EDTA (trazo a, Ecuación (1)) y la reacción 
electrolítica entre Fe2+-EDTA y H2O2 en ausencia 
(trazo b, Ecuación (2)) y en presencia de 0,38 mM      
C-FC (trazo c). Las soluciones contenían 100 mM 
KCl, 0,1 mM Fe3+-EDTA y 100 mM ácido 
cloroacético (pH 3,3). Los voltamogramas cíclicos 
fueron realizados en ausencia de O2 (mediante el 
uso previo de un purgador de nitrógeno), a una 
velocidad de barrido de 100 mV/s, y con un 
electrodo de carbón vidrioso (área 0,0314 cm2) 
como electrodo de trabajo. Se muestra un trazado 
representativo de tres experimentos independientes. 
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El trazo b muestra el comportamiento de esa reacción en presencia de 4 mM H2O2, observándose 

un aumento sustancial en la corriente catódica desde -4 µA hasta aproximadamente -18 µA 

(punta de flecha), pero no en la corriente anódica. Esto indica que ocurrió una catálisis similar a 

la reacción de Fenton (ecuación 2). La presencia de C-FC redujo la corriente catódica hasta -8 

µA (trazo c), lo cual representa la inhibición de aproximadamente un 55% de la reacción de 

Fenton. 

3.3. Evaluación del efecto de la C-FC y FCB en líneas celulares de origen neuronal 

La Fig. 4 muestra una disminución significativa de alrededor de un 60% en la capacidad 

reductora del MTT de las células PC12 expuestas a 200 µM de H2O2 o 40 mM de glutamato. 

Cuando el pre-tratamiento con C-FC o FCB fue seguido por la co-incubación del producto en 

presencia de estos neurotóxicos, se previno la caída en la reducción del MTT de forma dosis-

dependiente y en un rango bajo de concentraciones. La C-FC a 400 u 800 µg/mL, y la FCB a 10 

o 5 µM, restauraron completamente esta capacidad reductora de las células comparable al control 

sin daño para el H2O2 o el glutamato, respectivamente y no mostraron además ningún efecto 

tóxico sobre las células. Este resultado demuestra que ambos compuestos (la C-FC y su 

cromóforo, la FCB) son neuroprotectores en células PC12 sometidas a un daño oxidativo o 

excitotóxico, eventos involucrados en la cascada isquémica cerebral. A continuación, se 

muestran resultados obtenidos en otra línea de origen neuronal, las SH-SY5Y (neuroblastoma 

humano), frente al daño oxidativo provocado por el hidroperóxido de ter-butilo (t-BOOH). La 

viabilidad de las células SH-SY5Y fue significativamente reducida después de ser expuestas al t-

BOOH, mientras que el pre-tratamiento con C-FC fue capaz de prevenir este efecto (Fig. 5). La 

C-FC a 50 µM previno casi completamente la reducción de la viabilidad celular y no evidenció 
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efectos citotóxicos, demostrando la seguridad del compuesto. Este resultado demuestra que la C-

FC ejerce un efecto protector frente al daño oxidativo neurotóxico inducido por el t-BOOH. Se 

empleó, además al Trolox, un análogo de la vitamina E soluble en agua, como control 

antioxidante, para demostrar que las EROs juegan un papel esencial en la citotoxicidad del t-

BOOH en células SH-SY5Y,254 y que el efecto de la C-FC es superior al de esta molécula. 

FFi 

 

Fig. 4 (pi de figura en la página siguiente). 
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Fig. 4 (página anterior). Efecto de la C-FC y FCB sobre la capacidad reductora del MTT (indicativa de 
la viabilidad celular) de la línea neuronal PC12. (A) y (B) Exposición de las PC12 a diferentes 
concentraciones de H2O2 o glutamato por 24 h, respectivamente. Los paneles siguientes muestran  las 
PC12 expuestas a 200 µM H2O2 o 40 mM glutamato y tratadas con C-FC (C, D) o FCB (E, F). Las 
células (2 x 104/pozo) fueron pre-tratadas con diferentes dosis de los candidatos farmacológicos por 24 h 
y luego remplazadas con medio fresco conteniendo el producto y los neurotóxicos, o el producto 
solamente. El control se trató con el medio sin los aditivos. Los datos se expresan como media ± E.E.M. 
de tres experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) 
(Kruscal-Wallis + Dunn). 
 

 

Fig. 5. Efecto protector de la C-FC contra el daño oxidativo en células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y. (A) Viabilidad de las células expuestas a diferentes concentraciones de hidroperóxido de ter-butilo 
(t-BOOH) por 6 h. (B) Efectos del pre-tratamiento con C-FC por 24 h seguido por la co-incubación con 
25 µM de t-BOOH por 6 h. El Trolox (500 µM) se empleó como control antioxidante. La viabilidad 
celular fue estimada por el ensayo de reducción del MTT y expresada como porciento del control. Los 
resultados están presentados como media ± E.E.M. de tres experimentos independientes. Letras 
diferentes: p<0,05 (ANOVA + Newman-Keuls). 
 

3.4. Evaluación del efecto de la C-FC y FCB en modelos animales de isquemia cerebral 

y los mecanismos moleculares involucrados 

3.4.1. Efecto neuroprotector de la C-FC frente a la isquemia/reperfusión cerebral 

global en gerbos de Mongolia 

El pre-tratamiento con C-FC30% (200 mg/Kg, oral, grupo I) durante siete días consecutivos antes 

de la isquemia produjo una reducción significativa en la puntuación neurológica en comparación 
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con el grupo I/R vehículo 24 h después de la reperfusión. Asímismo, la C-FC30%  administrada 

por vía intraperitoneal después de la isquemia, logró producir una disminución dosis-dependiente 

de la puntuación del déficit clínico, con una ligera reducción en el grupo tratado a 50 mg/Kg 

(grupo II), pero una disminución significativa en los animales tratados con 75 y 100 mg/Kg 

(grupos III y IV, respectivamente) (Fig. 6A). El grupo control no mostró ningún signo 

neurológico de isquemia. 

 

Fig. 6. Efecto de la C-FC30% sobre el grado de deterioro clínico después de 24 h del daño isquémico 
cerebral (A) y sobre la sobrevivencia de los gerbos durante 7 días posteriores a la cirugía (B). Los 
números romanos (I-IV) indican las dosis y esquemas de tratamiento según se describen en Materiales y 
Métodos. ###p<0,001 en relación a I/R vehículo (pruebas de Kruskal Wallis + Dunns); *p<0,05 
comparado con el control, #p<0,05 comparado con el I/R-vehículo (test Log-Rank). 
 

Las curvas de sobrevivencia obtenidas mostraron que el grupo control no sufrió mortalidad 

alguna. Sin embargo, el grupo I/R vehículo mostró una sobrevivencia de solo el 37,1% al cabo 

de siete días, mientras que el tratamiento C-FC30% logró aumentarla de manera apreciable 

(grupos I, II, III y IV hasta 63,3; 51,3; 61,5 y 65%, respectivamente) (Fig. 6B). Por otro lado, 

todos los animales del grupo I/R vehículo mostraron grandes áreas infartadas, tanto corticales 

como subcorticales (Fig. 7A).  
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Fig. 7 (pie de figura en la página siguiente). 
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Fig. 7 (página anterior). Efecto de la C-FC30% sobre el infarto cerebral 24 h después de la reperfusión. 
(A) Secciones cerebrales representativas, teñidas con TTC de los grupos control, I/R vehículo y tratados 
con C-FC30%. Los números romanos (I-IV) indican las dosis y esquemas de tratamiento según se 
describen en Materiales y Métodos. Las áreas cerebrales de coloración blanca indican tejido infartado. El 
grupo control no mostró áreas isquémicas. (B) Distribución rostrocaudal de las áreas infartadas en 5 
secciones coronales de cerebro de 2 mm de espesor. (C) Volumen de infarto por grupos experimentales. 
*p<0,05 y ***p<0,001 vs. I/R vehículo (ANOVA + Newman-Keuls). 

 

El grupo control no mostró tejido isquémico. La administración de C-FC30% fue capaz de reducir 

el área de infarto total en los gerbos tratados, incluyendo una disminución significativa en todas 

las secciones de cerebro en  el grupo profiláctico (I) y el grupo terapéutico de 100 mg/ Kg (grupo 

IV), como se muestra en el panel B de la Fig.  7. Finalmente, la C-FC30% redujo 

significativamente el volumen del infarto cerebral en el grupo profiláctico hasta un 4,3%, y de 

una manera dependiente de la dosis en los grupos terapéuticos, hasta 17,2%, 12% y 8% para 50, 

75 y 100  mg/Kg, respectivamente, muy por debajo del grupo I/R vehículo (26,6%) (Fig. 7C). 

La Fig. 8A muestra que 10 min de interrupción del FSC global en los gerbos, seguida de siete 

días de reperfusión, produjo una pérdida neuronal significativa en todas las regiones del 

hipocampo. El tratamiento profiláctico con C-FC30% fue capaz de prevenir casi completamente la 

pérdida de neuronas en las regiones CA-2, CA-3 y CA-4; mientras que los regímenes 

terapéuticos restablecieron las líneas de células piramidales en dichas regiones hipocampales 

(Fig. 8B, C). Para demostrar que la C-Ficocianina es el principio activo responsable del efecto 

neuroprotector observado con la C-FC30%, se evaluaron dosis equivalentes de C-FC30% y           

C-FC>90% sobre el volumen de infarto cerebral. La Fig. 9 muestra que ambos productos 

disminuyen de manera similar el volumen de infarto a las 24 h después de la I/R.  La Fig. 10  

muestra el establecimiento de un estrés oxidativo sérico y cerebral 24 h después de la I/R en los 

gerbos tratados solo con el vehículo, dado por un incremento de MDA, de FRAP, y del PP. 
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El tratamiento oral por siete días consecutivos con C-FC30% antes de la I/R, redujo de manera 

significativa estos parámetros de daño oxidativo tanto en suero como en cerebro. Esto confirma 

que la capacidad antioxidante de la C-FC forma parte de los mecanismos que median su acción 

neuroprotectora frente a la IC. 

La actividad locomotora (Fig. 11A) y la progresión de empinamientos en el tiempo (habituación) 

(Fig. 11B) fueron similares en todos los grupos experimentales antes de la I/R. Sin embargo, 

siete días después de la I/R se produce un incremento en la locomoción característica de este tipo 

de daño en los gerbos tratados solo con el vehículo,255 al compararlos con los controles (Fig. 

11A). Por otro lado, el daño isquémico induce además un incremento en el número de 

empinamientos (pendiente positiva), indicativo de la dificultad del animal dañado para habituarse 

al entorno (Fig. 11C, grupo I/R vehículo). La hiperactividad se redujo de forma significativa 

(alrededor de un 30%) en los animales tratados profilácticamente durante siete días con 200 

mg/Kg de           C-FC30% (Fig. 11A). También hubo una mejor adaptación de estos a su entorno, 

dado por una disminución en la progresión de empinamientos (pendiente negativa), similar al 

grupo control (Fig. 11C). 

 

 

 

Fig. 8 (página siguiente). Evaluación histológica (tinción con hematoxilina–eosina) de los efectos del 
tratamiento con C-FC30%. Los paneles muestran: (A) Fotos representativas (barra = 500 µm); (B) Análisis 
morfométrico de las regiones del hipocampo de los animales pertenecientes a los grupos control, I/R 
vehículo, y tratados con C-FC30% a los 7 días después de la cirugía. Los rectángulos indican las regiones 
del hipocampo definidas para el conteo celular. (C) Microfotografías representativas (barra = 50 µm) de 
la región CA-3 hipocampal, incluyendo símbolos que indican neuronas viables (cabezas de flecha) y 
vacuolización (asteriscos). ***p<0,001 vs. control, ###p<0,001 vs. I/R vehículo dentro de las respectivas 
secciones hipocampales (ANOVA + Newman-Keuls).  
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Fig. 8 (pie de figura en la página anterior). 
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Fig. 9. Evaluación del efecto de la C-Ficocianina con diferentes grados de pureza sobre el infarto 
cerebral. (A) SDS-PAGE (tinción con Azul Brillante de Coomassie) de C-Ficocianina obtenida de 
Biodelta Ltd. (Sudáfrica) con un 30% de pureza (C-FC30%) o (B) después de su purificación por 
intercambio iónico con más de 90% de pureza (C-FC90%). Línea 1: marcador de peso molecular; línea 2: 
C-Ficocianina 20 µg. (C) Volumen de infarto cerebral (tinción con TTC) de los animales tratados con el 
vehículo o dosis intraperitoneales acumulativas de C-FC30% (75 mg/Kg) o C-FC90% (25 mg/Kg). #p<0,05 
vs. I/R vehículo (ANOVA + Newman-Keuls).  
 
 
 

 

Fig. 10. Efecto del pre-tratamiento de la C-FC30% (200 mg/Kg, oral diario por siete días) sobre 
marcadores de estrés oxidativo en suero y homogenado de cerebro, a las 24 h de reperfusión. (A)-(C) 
muestran los marcadores de peroxidación lipídica (MDA), potencial de peroxidación (PP), y capacidad 
reductora férrica del plasma (FRAP por sus siglas en inglés). *p<0,05 y ***p<0,001 vs. control, #p<0,05 
y ###p<0,001 vs. I/R vehículo (ANOVA + Newman-Keuls). 
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Fig.11. Efecto de la C-FC30% sobre la actividad locomotora de gerbos sometidos a una I/R cerebral. (A) 
Actividad locomotora antes (barras blancas) y siete días después (barras moteadas) de la I/R en los grupos 
control, I/R-vehículo y el tratado con 200 mg/Kg de C-FC30% (grupo I). Los números de empinamientos se 
contaron durante tres intervalos de 3 min para cada animal y se obtuvo la recta de mejor ajuste antes (B) y 
siete días después (C) de la I/R. *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. I/R vehículo dentro de la misma serie 
(ANOVA + Newman-Keuls).  &p<0,05 vs. I/R vehículo (regresión lineal). 
 

3.4.2. Efecto de la C-FC y la FCB en retina de ratas sometidas a una 

isquemia/reperfusión  

La retina es una extensión del diencéfalo, y por ende sus vasos sanguíneos comparten 

propiedades anatómicas y fisiológicas similares a los del encéfalo. Posee una barrera hemato-

retiniana similar a la barrera hemato-encefálica. Además, la isquemia de la retina muestra 

eventos fisiopatológicos que también intervienen en el infarto cerebral, tales como la 

excitotoxicidad, el estrés oxidativo, la apoptosis y la inflamación.256 La inducción de la isquemia 

retiniana por el aumento de la PIO es un procedimiento relativamente simple y poco invasivo, 

por lo que nos propusimos usar este modelo experimental para evaluar si la C-FC y la FCB 

podrían proteger a las neuronas de ese tejido frente a la oclusión vascular transitoria, y ofrecer de 

esta forma, nuevas evidencias de sus efectos anti-isquémicos. 

La Fig. 12 muestra que la retina de ratas fue altamente susceptible a una lesión por isquemia-

reperfusión (I/R) principalmente en la capa nuclear interna (CNI) en nuestras condiciones 
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experimentales, la cual exhibió menos del 50% de células viables respecto al control no dañado 

(Fig. 12J). La muerte neuronal fue también acompañada por edema y desorganización de las 

capas de la retina (Fig. 12B). El pre-tratamiento con C-FC o con FCB previno la pérdida celular 

en la CNI de forma creciente dependiendo de la dosis, indicando que estos compuestos no solo 

son capaces de proteger a las neuronas in vitro, sino también en diferentes modelos in vivo frente 

a eventos isquémicos. 

 

Fig. 12. Evaluación histológica (tinción con hematoxilina-eosina) de los efectos de la C-FC y la FCB 
frente a la I/R en retina de ratas. Los paneles muestran fotografías representativas de secciones sagitales 
de retina de controles no dañados (A), y de retina luego de la isquemia-reperfusión (I-R) tratada con 
vehículo (B), 10 µM C-FC (C), 50 µM C-FC (D) o 100 µM C-FC (E). El análisis morfométrico de las 
regiones de la CNI se muestran en (F).*p<0,05 vs. control; #p<0,05 vs. I/R vehículo (ANOVA + 
Newman-Keuls). CNE: capa nuclear externa, CPE: capa plexiforme externa, CNI: capa nuclear interna, 
CPI: capa plexiforme interna, CCG: capa de células ganglionares. Barra: 50 µm. 
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2.4.3. Mecanismos inmunomoduladores y cerebroprotectores de la C-FC y FCB en el 

modelo de penumbra isquémica por hipoperfusión cerebral aguda en ratas 

Las regiones cerebrales sufren reducciones diferentes en el FSC local después de una OPACC, lo 

cual está asociado con sus cambios estructurales, metabólicos y funcionales.257 Por tanto, en este 

modelo se evaluó primeramente la vulnerabilidad cerebral mediante el análisis de la expresión de 

cinco genes relacionados con distintos aspectos fisiológicos en seis estructuras cerebrales 

relevantes, usando técnicas de qRT-PCR. La Fig. 13 muestra que todos los genes fueron 

significativamente modulados en la corteza cerebral anterior y en el cuerpo estriado, lo que 

sugiere una mayor vulnerabilidad de estas regiones a la hipoperfusión aguda. También 

encontramos modulaciones diferenciales de cuatro genes (Gfap, Mmp2, Tph2 y Hmox1) en 

regiones particulares en respuesta a la OPACC. El gen S100a5 mostró una expresión disminuida 

en tres áreas (bulbo olfatorio, corteza anterior y estriado), sin encontrarse diferencias en el resto. 

A partir de este resultado, se analizó mediante técnicas de microarreglos el perfil de expresión 

génica en la corteza cerebral anterior, y su modulación por efecto del tratamiento con FCB. Una 

lista de genes diferencialmente expresados (valor q<1,05, nivel de cambio>1,5) luego del 

tratamiento de las ratas isquémicas con FCB se muestra en el Anexo 3. Un total de 93 genes 

mostraron una expresión aumentada, mientras que 97 genes tuvieron niveles de expresión 

disminuidos,  debido al tratamiento con FCB. Además, para caracterizar las funciones biológicas 

de los genes afectados por el tratamiento con FCB, se realizó un análisis de los procesos 

biológicos asociados a los genes modulados. El resultado muestra que los procesos 

inmunológicos juegan un importante papel en los mecanismos de acción de la FCB en el tejido 

de la corteza cerebral anterior sometido a una hipoperfusión global. (Fig. 14). 
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Fig. 13. Evaluación de los niveles de expresión por qRT-PCR de los genes Gfap, Mmp2, Tph2, Hmox1 y 
S100a5 en varias regiones cerebrales. Las muestras se tomaron 24 h después de la oclusión bilateral 
permanente de las arterias carótidas comunes (OPACC). El grupo control se sometió a la misma 
intervención quirúrgica pero sin oclusión de las arterias. Letras diferentes: p<0,05 (n=3 para cada grupo) 
(pruebas de Kruscal-Wallis + Dunn).  
 

En otra serie de experimentos se determinó el efecto de la C-FC y la FCB en la expresión de 

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

hipocampo. Nuestros resultados revelaron que IFN-γ, IL-6, CD74, CCL12 e IL-17A mostraron 

una expresión incrementada en el bulbo olfatorio y la corteza anterior en el grupo isquémico 

tratado con el vehículo. La expresión de estos cinco genes se redujo significativamente por el 

tratamiento con C-FC y FCB en las mismas estructuras cerebrales (Fig. 15A). 
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Fig. 14. Funciones biológicas de genes con expresión aumentada por FCB en ratas isquémicas respecto al 
grupo OPACC vehículo. El tamaño de los cuadrantes denota los valores de log p de significación 
estadística de cada término. Las intensidades similares denotan similitud semántica. 
 

Entre ellos, solo las expresiones de IL-6 e IL-17A fueron elevadas en el hipocampo, las cuales 

fueron efectivamente revertidas por la aplicación de C-FC y FCB (Fig. 15A). El gen Foxp3 tuvo 

una expresión disminuida en el grupo isquémico tratado con el vehículo, mientras que la C-FC y 

la FCB indujeron su expresión en las tres regiones evaluadas (Fig. 15A). Un patrón similar se 

observó con el gen de IL-4, que disminuyó sus niveles de ARNm en el bulbo olfatorio de las 

ratas isquémicas, pero fue significativamente inducido por ambos productos en las tres áreas 

cerebrales (Fig. 15A). La OPACC redujo expresión de TGF-β, pero fue significativamente 

revertido por la C-FC y FCB, ambos efectos manifestados en todas las estructuras evaluadas 

(Fig. 15A). Se evaluó también los niveles de expresión de seis genes adicionales relacionados 

con varios aspectos fisiológicos de la unidad neurovascular en estas tres regiones.  
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Fig. 15 (pie de figura en la página siguiente) 
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Fig. 15 (continuación de la página anterior). Efecto de la C-FC y la FCB sobre los niveles de expresión 
de genes evaluados por qRT-PCR en el bulbo olfatorio, la corteza anterior e hipocampo. Los paneles 
muestran los niveles de ARNm de genes relacionados con la respuesta inflamatoria (A) y con la fisiología 
neurovascular (B) a las 24 h después de la oclusión bilateral permanente de las arterias carótidas comunes 
(OPACC). El grupo control se sometió a la misma intervención quirúrgica sin oclusión de las arterias. La 
C-FC o la FCB se aplicaron a dosis acumulativas de 8 mg/Kg o 47 y 213 µg/Kg via i.p. por 30 min, 1, 3 y 
6 h después de la cirugía, respectivamente. Letras diferentes: p< 0,05 (n=3 para cada grupo) (pruebas de 
Kruskal-Wallis + Dunn). 
 

Como se muestra en la Fig. 15 (panel B), los genes Mal, NADH deshidrogenasa, Bcl-2a1 y 

Baiap2 mostraron una expresión disminuida en el bulbo olfatorio y la corteza anterior en los 
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animales isquémicos tratados con el vehículo. El tratamiento con C-FC y con FCB fue capaz de 

recuperar significativamente la expresión de estos cuatro genes. En el hipocampo, la OPACC 

solo disminuyó Bcl-2a1, cuya expresión también fue restaurada a los niveles del control por 

ambas moléculas (Fig. 15B). En el hipocampo, el gen Mal también se indujo significativamente 

por el tratamiento con FCB. Por otro lado, los genes C/EBPβ y Gadd45a mostraron niveles 

incrementados de ARNm en la corteza anterior de los cerebros hipoperfundidos y tratados con el 

vehículo, efecto que se previno por la FCB y la C-FC (Fig. 15B). 

Como se mencionó anteriormente, además de la corteza cerebral anterior, el cuerpo estriado 

también evidenció una vulnerabilidad selectiva a la hipoperfusión cerebral aguda. La respuesta 

inflamatoria que sigue a un evento isquémico en el cerebro involucra la infiltración de células 

inmunes periféricas, así como la activación de la microglia local y astrocitos. En este contexto se 

ha demostrado que las moléculas de adhesión endotelial, las citocinas y las quimiocinas 

desempeñan un papel esencial.258 La evaluación de genes involucrados en esta interacción neuro-

inflamatoria (CXCL2, ICAM-1, IL-1β y TNF-α) reveló un significativo incremento en sus niveles 

de ARNm en el cuerpo estriado de las ratas hipoperfundidas respecto al grupo control (Fig. 

16A). El tratamiento con C-FC y con FCB logró estabilizar estos rangos de expresiones a los 

niveles del control. Por otro lado, la OPACC indujo la expresión de VEGFA, un gen involucrado 

en la respuesta angiogénica adaptativa,259 que se mantuvo después del tratamiento con ambos 

compuestos (Fig. 16A). El análisis de los productos polipeptídicos de estos cinco genes en las 

muestras de suero reveló que su modulación entre los diferentes 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 de expresión de CXCL2, ICAM-1, IL-1β, TNF-α y 
VEGFA evaluado por qRT-PCR en cuerpo estriado (A) o por la técnica de Bio-Plex® en el suero (B) de 
ratas 24 h después de la oclusión bilateral permanente de las arterias carótidas comunes (OPACC). El 
grupo control se sometió a la misma intervención quirúrgica sin oclusión de las arterias. La C-FC o la 
FCB se aplicaron a dosis acumulativas de 8 mg/Kg o 47 y 213 µg/Kg vía i.p. por 30 min, 1, 3 y 6 h 
después de la cirugía, respectivamente. Letras diferentes: p<0,05 (n=3 para cada grupo) (pruebas de 
Kruskal-Wallis + Dunn). 
 
Por otro lado, nuestros resultados revelaron un incremento significativo de los niveles de MDA y 

PP a las 24 h después de la OPACC en el suero, corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo de 

las ratas tratadas con vehículo (Fig. 17A). Estos resultados indican un incremento  de los niveles 

de POL en las ratas isquémicas. Después del tratamiento con FCB, ambos marcadores fueron 

efectivamente restaurados en el suero y las regiones cerebrales (Figs. 17A). Además, la actividad 
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SOD disminuyó en los animales isquémicos pero se recuperó significativamente con el 

tratamiento con FCB en todos estos tejidos. La actividad CAT no mostró cambio alguno entre los 

grupos experimentales en suero. Sin embargo, este biomarcador redox mostró un 

comportamiento similar en el grupo isquémico tratado con el vehículo o con FCB, con una 

significativa disminución en relación al control, en las estructuras cerebrales (Fig. 17A). A pesar 

de no disponer de datos de todos los biomarcadores y compartimentos tisulares anteriores, la C-

FC también logró disminuir la sobre-producción de MDA en las regiones cerebrales analizadas 

(Fig. 17B). 

Resultados obtenidos por análisis histológico al mes posterior a la oclusión vascular, mostraron 

una disminución significativa (<60%) en el número de neuronas viables en todas las áreas 

piramidales del hipocampo en el grupo isquémico tratado con vehículo. Por el contrario, el 

tratamiento con C-FC logró prevenir esta pérdida neuronal 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 con (A) FCB sobre los niveles de MDA, PP, SOD y CAT en el suero y 
homogenado de regiones cerebrales de ratas, o con (B) C-FC sobre los niveles de MDA en áreas 
cerebrales, a las 24 h de la oclusión bilateral permanente de las arterias carótidas comunes (OPACC). El 
grupo control se sometió a la misma intervención quirúrgica sin oclusión de las arterias. La C-FC o la 
FCB se aplicaron a dosis acumulativas de 8 mg/Kg o 47 y 213 µg/Kg vía i.p. por 30 min, 1, 3 y 6 h 
después de la cirugía, respectivamente. Letras diferentes: p<0,05 (n=5 para cada grupo) (pruebas de 
Kruskal-Wallis + Dunn). 
 
Fig.18 (página siguiente). La C-FC protegió a las neuronas de la capa piramidal del hipocampo en ratas 
sometidas a una hipoperfusión cerebral aguda. (A) Imágenes representativas (tinción con hematoxilina-
eosina) y (B) Análisis morfométrico de las regiones del hipocampo a los 30 días posteriores a la oclusión 
bilateral permanente de las arterias carótidas comunes (OPACC). La C-FC se administró a a una dosis 
acumulativa de 8 mg/Kg vía i.p. por 30 min, 1, 3 y 6 h después de la cirugía, respectivamente. Letras 
diferentes: p<0,05 (n=5 para cada grupo) (pruebas de Kruskal-Wallis + Dunn). Barra: 50 µm. 



RESULTADOS 

 

 

79 

 

Fig. 18 (pie de figura en la página anterior). 
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3.4.4. Efecto neuroprotector de la C-FC frente a la isquemia/reperfusión cerebral focal 

inducida por endotelina-1 en ratas e inhibición de la NADPH oxidasa 

Para continuar caracterizando las potencialidades farmacológicas de la C-FC frente al ictus 

isquémico, se empleó un modelo de IC focal en ratas Wistar, inducido por el péptido 

vasoconstrictor endotelina-1 (ET-1), inyectado en la vecindad de la ACM. En las condiciones del 

presente estudio, todos los animales operados (n=10 cada uno) del grupo control y los tratados 

con C-FC sobrevivieron hasta el final del experimento (24 h post-cirugía). En el grupo ET-1 + 

vehículo, de un total de 21 animales operados, 7 murieron antes de las 3 h posteriores a la 

inyección de ET-1, y no se consideraron para el análisis estadístico. De los 14 restantes, 9 se 

usaron para la tinción con TTC y 5 para la evaluación histoquímica (tinción con DHE e 

inmunotinción anti-NOX2/gp91phox).  

La Fig. 19 muestra que los animales isquémicos tratados con vehículo sufrieron una severa 

afectación neurológica (media de 4,67 de una escala máxima de 18 puntos) acompañada por una 

drástica caída en el peso corporal (pérdida promedio de 31 g, mientras que los controles tuvieron 

una ganancia media de 5,2 g en el mismo período de tiempo), a las 24 h posteriores a la 

inyección de ET-1. El tratamiento post-isquémico con C-FC logró reducir significativamente el 

deterioro clínico y la pérdida del peso corporal de forma dosis-dependiente, alcanzando los 

niveles de funcionamiento neurológico del control a la dosis de 5 mg/Kg (Fig. 19).  
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Fig. 19. La C-FC previene la disfunción neurológica (A) y la pérdida de peso corporal (B) inducidas por 
una isquemia/reperfusión cerebral focal tras 24 h de la aplicación de ET-1 (600 pmol) en la cercanía de la 
Arteria Cerebral Media. El control recibió una inyección de solución salina 0,9% en lugar de ET-1. Letras 
diferentes: p<0,05 de acuerdo a las pruebas de Kruskal-Wallis + Dunn (panel A) o de ANOVA + 
Newman-Keuls (panel B). 
 

Además, se observaron elevadas áreas de infarto subcortical y cortical en el grupo isquémico 

tratado con vehículo (Fig. 20 A, B), principalmente en las secciones cerebrales 2, 3 y 4, mientras 

que el grupo control no mostró tejido isquémico alguno (Fig. 20A). El grupo IR vehículo mostró 

un volumen de infarto cerebral de 284,5 mm3 (como promedio), lo cual representa el 42,6% del 

volumen del hemisferio cerebral ipsilateral (Fig. 20C). El tratamiento con C-FC mostró una 

reducción significativa tanto en las áreas de infarto (corticales y subcorticales) en todas las 

secciones cerebrales, como del volumen de infarto cerebral, a partir de la dosis de 5 mg/Kg (Fig. 

20), en concordancia con los resultados obtenidos con la evaluación neurológica (Fig. 19A). La 

C-FC logró disminuir el volumen de infarto cerebral (entre paréntesis se indica el porciento 

respecto al volumen del hemisferio ipsilateral) hasta 225,02 mm3 (32,8%), 64,2 mm3 (11,7%) y 

55,4 mm3 (8,2%) para las dosis de 2,5, 5 y 10 mg/Kg, respectivamente (Fig. 20C). 
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Fig. 20 (pie de figura en la página siguiente). 
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Fig. 20 (página anterior). Efecto de la C-FC sobre el infarto cerebral tras 24 h de la aplicación de ET-1 
(600 pmol) en la cercanía de la Arteria Cerebral Media. (A) Imágenes representativas de la tinción con 
TTC y (B) Áreas de infarto por sección cerebral (rostral a caudal). (C) Volumen de infarto cerebral. El 
control recibió una inyección de solución salina 0,9% en lugar de ET-1. **p<0,01, ***p<0,001 vs. I/R 
vehículo, entre áreas de la misma sección cerebral, o entre los volúmenes de infarto (ANOVA + 
Newman-Keuls). Barra: 0,5 cm. 
 

La dosis mínima efectiva de C-FC fue de 5 mg/Kg en la evaluación de la disfunción neurológica 

y del volumen de infarto cerebral. Por tanto, se decidió emplear esta dosis para el posterior 

análisis de la expresión y actividad de la NADPH oxidasa en tejido cerebral, como posible 

mediador de los mecanismos de acción de esta molécula frente a la I/R inducida por ET-1. Como 

se muestra en la Fig. 21, los niveles de expresión de la subunidad catalítica NOX2/gp91phox en 

diferentes áreas corticales de interés (HL, Par1, Par2) fue significativamente superior en el grupo 

I/R vehículo en comparación con el control. A su vez, las cantidades del radical O2•
- producidas 

en las mismas regiones cerebrales también estuvieron significativamente superiores en los 

animales isquémicos tratados con salina respecto a los controles (Fig. 22), lo cual está en 

concordancia con lo reportado en la literatura.260 La C-FC a 5 mg/Kg inhibió significativamente 

la sobre-expresión de NOX2/gp91phox (Fig. 21), así como el incremento de superóxido (Fig. 

22), en las tres áreas cerebrales analizadas. 
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Fig. 21. (A) Imágenes representativas (200x) del inmunomarcaje anti-NOX2/gp91phox en tres áreas 
cerebrales de interés (indicadas en el esquema superior) tras 24 h de la aplicación de ET-1 (600 pmol) en 
la cercanía de la Arteria Cerebral Media. (B) Análisis densitométrico. El control recibió una inyección de 
solución salina 0,9% en lugar de ET-1. Letras diferentes: p<0,05 (pruebas de ANOVA + Newman-Keuls). 
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Fig. 22. (A) Imágenes representativas (200x) de la tinción con dihidroetidio (marcador fluorescente 
específico de O2•

-) en tres áreas cerebrales de interés (indicadas en el esquema superior) tras 24 h de la 
aplicación de ET-1 (600 pmol) en la cercanía de la Arteria Cerebral Media. (B) Análisis densitométrico. 
El control recibió una inyección de solución salina 0,9% en lugar de ET-1. Letras diferentes: p<0,05 
(pruebas de ANOVA + Newman-Keuls). 
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4. DISCUSIÓN 

4.1. Modelos in vitro 

4.1.1. Inhibición de la transición de permeabilidad mitocondrial  

Las mitocondrias son tanto iniciadoras como blancos de las lesiones oxidativas celulares, las 

cuales son capaces de interrumpir la producción de ATP, inducir la TPM y liberar factores pro-

apoptóticos.261,262 Por tales razones, en el presente trabajo se estudió la mitocondria cerebral 

como blanco farmacológico potencial de la C-FC. Las mitocondrias aisladas sufren una TPM 

bajo diferentes condiciones, tales como en presencia de Ca2+ y fosfato inorgánico (Pi). Este 

proceso se caracteriza por un aumento en la permeabilidad de las membranas mitocondriales, 

provocando la disipación del ∆Ψ, el hinchamiento del orgánulo, y la eventual ruptura de la 

membrana mitocondrial externa.263 En el presente trabajo, la TPM fue inducida en MCRs por 

una sobrecarga de Ca2+ y Pi, y estimada experimentalmente mediante los cambios 

espectrofotométricos a 540 nm que revelan el hinchamiento mitocondrial. Estas condiciones 

simulan el ambiente isquémico neuronal, en el cual ocurre un incremento de las concentraciones 

citosólicas de Ca2+ y Pi debido a la excitotoxicidad mediada por el glutamato y el aumento en la 

hidrólisis del ATP, respectivamente.264 Como resultado del tratamiento con C-FC, el 

hinchamiento mitocondrial y por ende la TPM, fueron significativamente prevenidos, lo cual 

podría contribuir a la capacidad neuroprotectora de la C-FC. La isquemia induce un aumento 

patológico en los niveles intracelulares de Ca2+ provocando la activación de proteasas y enzimas 

generadoras de EROs, las cuales pueden lesionar las estructuras mitocondriales.265 En 

concordancia con esto, nuestros resultados mostraron un incremento significativo en los niveles 

de EROs en MCRs aisladas como consecuencia de la sobrecarga de Ca2+/Pi. La sonda empleada 
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en este estudio para la detección de EROs, la H2DCFDA, es una molécula permeable a las 

membranas que puede ser convertida por las esterasas de la matriz mitocondrial en el producto 

no fluorescente H2DCF.266 Esta sonda no es específica para superóxido y peróxido de hidrógeno, 

importantes EROs que se producen en la mitocondria,267 sino que reacciona, además, con 

diferentes radicales, tales como hidroxilos, carbonatos, dióxido de nitrógeno,268 convirtiéndose 

por oxidación en el producto altamente fluorescente DCF. Por tanto, el incremento en la 

oxidación del H2DCF refleja el aumento de los niveles de distintas EROs en lugar de cualquier 

especie en particular. El efecto inhibitorio de la C-FC obtenido sobre los niveles mitocondriales 

de EROs, sugiere que su actividad secuestradora de radicales forma parte del mecanismo de 

protección frente al daño oxidativo en la mitocondria. Nuestros resultados también mostraron 

que entre las principales consecuencias de la TPM se encuentran la disipación del ∆Ψ y la 

liberación del citocromo c, lo cual está relacionado con el daño oxidativo a las membranas 

mitocondriales.269,270 Estos procesos fueron inhibidos por la CsA y el Trolox, lo cual indica que 

la TPM y el desbalance oxidativo son mediadores importantes en la disfunción mitocondrial. El 

efecto protector de la C-FC sobre el ∆Ψ y su acción inhibidora sobre la liberación de citocromo c 

pudiera entonces estar indirectamente causado por sus propiedades antioxidantes. 

4.1.2. Efectos neuroprotectores en líneas neuronales 

Nuestros resultados demuestran que tanto la C-FC como la FCB protegen a las células PC12 

frente al daño inducido por H2O2 o por glutamato. Estudios previos indican que la reducción del 

MTT en células de mamíferos ocurre en varios compartimentos subcelulares como la 

mitocondria, citoplasma, endosoma/lisosoma y la membrana plasmática, indicando la actividad 

metabólica de la célula.271 Debido a la reacción con iones metálicos como el hierro o el cobre, el 
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H2O2 produce radicales hidroxilos, compuesto altamente reactivo y principal responsable de la 

toxicidad por EROs en esta línea celular.272 El glutamato activa los receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA-R) produciendo un influjo de Ca2+ y varios eventos moleculares que incluyen 

una producción incrementada de radicales libres y eventualmente la ejecución de programas de 

muerte celular.273 Adicionalmente, los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs) 

parecen potenciar la neurodegeneración mediada por los NMDA-R.274 Se ha reportado la 

expresión de mGluRs funcionales275 así como NMDA-Rs276 en células PC12, que pueden 

contribuir a la toxicidad por glutamato observada en esta investigación. Tanto al C-FC como la 

FCB poseen capacidades antioxidantes21 que pudieran contribuir, al menos de manera parcial, a 

sus efectos protectores en las PC12. Por tanto, estos resultados sugieren su potencial aplicación 

para preservar la integridad neuronal luego de un infarto cerebral. De igual forma, la protección 

que ejerció la C-FC sobre la línea SH-SY5Y frente al daño oxidativo por t-BOOH refuerzan sus 

potencialidades anti-isquémicas. El hierro puede catalizar la conversión del t-BOOH a radicales 

ter-butilperoxilos o tert-butoxilos, los cuales pueden iniciar la POL.277 En cultivos primarios de 

neuronas corticales de rata, el daño por  t-BOOH fue bloqueado por el pre-tratamiento con 

deferoxamina, un quelante específico para el hierro, lo cual indica que el hierro intracelular es 

importante para la toxicidad del t-BOOH.278 De hecho, ha sido reportado que el t-BOOH induce 

una sobreproducción de radicales libres en células SH-SY5Y.279 Así, las potentes acciones de la 

C-FC en el secuestro de radicales libres,179 la preservación de los sistemas endógenos 

antioxidantes,280 en conjunto con su capacidad quelante sobre el hierro,281 y su efecto inhibitorio 

sobre la reacción de Fenton, pudieran estar relacionadas con los efectos neuroprotectores de la C-

FC en las células SH-SY5Y y las PC12.  
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4.2. Modelos in vivo 

4.2.1. Isquemia/reperfusión cerebral global en gerbos de Mongolia  

El presente estudio demuestra por primera vez los efectos neuroprotectores de la C-FC y su 

cromóforo, la FCB, contra la lesión isquémica cerebral en diferentes modelos pre-clínicos y 

especies animales, así como la identificación de los mediadores y mecanismos moleculares 

involucrados.  

Un círculo de Willis incompleto hace de los gerbos de Mongolia un sistema experimental 

adecuado para modelar la encefalopatía después de un paro cardíaco humano. El tratamiento con 

C-FC30% en ambos esquemas, profiláctico y terapéutico, fue capaz de reducir el déficit 

neurológico, y el volumen del infarto cerebral, así como mejorar la sobrevivencia de los gerbos. 

El efecto beneficioso sobre el volumen del infarto también fue confirmado con la administración 

de C-FC>90% a una dosis bioequivalente en relación con C-PC30%, lo que demuestra que la          

C-Ficocianina es la molécula responsable de la protección anti-isquémica. 

Nuestros resultados indican que 10 minutos de interrupción del FSC global seguido de siete días 

de reperfusión causó una pérdida neuronal en todas las regiones piramidales del hipocampo, de 

acuerdo con estudios anteriores,282 a pesar de que también se ha reportado una degeneración 

retardada mayormente en la zona de CA1.283,284 Se ha propuesto que esta muerte neuronal 

generalizada del hipocampo puede estar asociada con una persistente excitotoxicidad del 

glutamato después del evento isquémico.285 La administración profiláctica de C-FC30% 

contrarrestó casi completamente los efectos perjudiciales isquémicos en la viabilidad neuronal en 

CA2, CA3 y CA4, mientras que en esquema terapéutico, la C-FC30% indujo una recuperación 

neuronal dependiente de la dosis en las mismas áreas. Estos resultados sugieren que la C-FC30% 
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promueve la supervivencia neuronal in vivo tanto para la prevención como para una estrategia 

terapéutica en el accidente cerebrovascular isquémico. Como se ha mencionado la POL es una de 

las principales consecuencias de la lesión mediada por radicales libres en el cerebro.286 

Compuestos que atenúan este proceso también han sido capaces de proteger frente al daño 

neuronal del hipocampo en gerbos sometidos a IC global.286 Nuestros resultados muestran una 

elevación significativa de la POL, que se evidencia por el incremento en los niveles de MDA en 

suero y cerebro de los gerbos isquémicos, lo cual fue casi completamente prevenido por el 

tratamiento con C-FC30%. La isquemia conduce a la activación dependiente de Ca2+ de la 

fosfolipasa A2,
287 la consiguiente hidrólisis de los fosfolípidos de membrana y la liberación de 

ácidos grasos libres, incluyendo ácido araquidónico,288 que luego se metaboliza por las vías de 

las lipooxigenasas y ciclooxigenasas, produciendo anión O2•
- en el proceso.289 El anión O2•

-  

puede producir radicales hidroxilo (iniciadores de la POL) a través de las mencionadas 

reacciones de Fenton y Haber-Weiss. La potente capacidad de prevenir la POL de C-FC30% 

podría explicarse por su propiedad inhibidora de la COX-2,185 y de eliminar de manera eficiente 

varias especies radicalarias (peroxilos, hidroxilos, alcoxilos). En este sentido, se ha reportado que 

los inhibidores selectivos de la COX-2 son neuroprotectores en diferentes modelos 

experimentales de accidente cerebrovascular isquémico.290,291 El PP, biomarcador que se 

interpreta como la susceptibilidad a la POL de la muestra, fue incrementado en el grupo I/R 

vehículo, y se ha asociado con varias enfermedades tales como la neuromielitis óptica292 y el 

VIH / SIDA.293 Por lo tanto, su ascenso indica el desequilibrio redox establecido como resultado 

del procedimiento de I/R. El pre-tratamiento con C-FC30% fue capaz de recuperar de manera 

significativa los niveles de este biomarcador (PP), mostrando su capacidad para contrarrestar la 
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producción y para inactivar las EROs dañinas. En contraste, FRAP es indicativo de la capacidad 

reductora de la muestra e implica la integración compleja de todos los compuestos con actividad 

antioxidante en la muestra, 294 y su aumento en el grupo I/R vehículo podría parecer 

contradictorio. Sin embargo, teniendo en cuenta que este biomarcador se midió a 

las 24 h post-cirugía, podría reflejar una respuesta defensiva endógena frente al entorno oxidante, 

probablemente mediada por la cascada de Nrf2/ARE,295,296 pero no lo suficiente para 

desintoxicar la sobrecarga masiva especies pro-oxidantes asociadas a la lesión isquémica 

cerebral.297 Los gerbos tratados con C-FC30% mostraron una recuperación de los niveles normales 

de FRAP, probablemente mediante la prevención indirecta de la inducción de la cascada de 

Nrf2/ARE a través de las múltiples propiedades antioxidantes de la biliproteína, que podría 

mantener el entorno redox en un estado normal.  Por otro lado, la hiperactividad locomotora 

inducida por la I/R en gerbos se ha asociado con el daño de las neuronas del hipocampo y una 

reducción en la capacidad del animal para habituarse o para formar mapas espaciales.298 El 

tratamiento profiláctico con C-FC30% redujo la actividad locomotora y mejoró la habituación así 

como la disfunción neurológica en comparación con el grupo tratado con vehículo. Estos 

resultados están en concordancia con la reducción del volumen de infarto cerebral y con la 

preservación neuronal en el hipocampo. La mejoría conductual y clínica sugiere que la 

administración de C-FC30% no sólo protegió la integridad neuronal, sino que también conserva 

sus funciones neurofisiológicas. En este sentido, se ha demostrado que la aplicación oral de C-

FC en ratas previo a la inyección intracerebral de kainato, una excitotoxina análoga al glutamato, 

fue capaz de evitar efectos conductuales nocivos como convulsiones y temblores.197  El modelo 

de I/R cerebral global en gerbos permitió, de esta manera, llevar a cabo una primera 
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aproximación a la evaluación pre-clínica de la C-FC en un modelo in vivo de IC, demostrando 

acciones beneficiosas de esta biliproteína.  

4.2.2. Isquemia/reperfusión en retina de ratas 

La isquemia de la retina inducida por el aumento en la PIO puede producir enfermedades 

visuales devastadoras tales como el glaucoma, la cual es la segunda causa de ceguera a nivel 

mundial.299 La retina es sumamente sensible a la interrupción transitoria del suministro 

sanguíneo debido a su actividad metabólica y el alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados, 

y por ende, este tejido es muy susceptible al daño oxidativo.300 A nivel celular, la evidencia 

acumulada indica que la excitotoxicidad mediada por el glutamato y el estrés oxidativo son 

mediadores esenciales en la lesión por I/R en la retina,301 de forma similar al daño observado en 

un cerebro isquémico.302 El presente estudio es el primero en la literatura en revelar que la C-FC 

y la FCB previenen la pérdida neuronal en retina de ratas sometidas a una I/R. Es muy probable 

que las actividades secuestradoras de la C-FC frente a los radicales hidroxilos,180 peroxilos303 y 

aniones peroxinitritos21 estén involucradas en su capacidad para prevenir la neurodegeneración 

de la retina luego de una I/R. En concordancia con esto, nuestros resultados mostraron además 

un efecto inhibitorio de la C-FC sobre la reacción de Fenton, y esta inhibición también pudiera 

estar implicada en la protección de la retina frente a la lesión isquémica. 

4.2.3. Hipoperfusión cerebral aguda en ratas 

La fase aguda luego de la OPACC en ratas puede ser usada como modelo del área de penumbra 

isquémica cerebral, considerando la drástica (pero persistente caída) del FSC a niveles 

correspondientes a una moderada reducción sanguínea. Nuestros resultados revelaron que la 

corteza anterior y el estriado experimentaron una modulación significativa en la expresión de 
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todos los genes evaluados respecto al grupo control, sugiriendo un papel específico para estos 

genes en aquellas estructuras cerebrales como una respuesta al evento isquémico. Se ha 

reportado una marcada reducción del FCS local en áreas corticales y del estriado en la fase aguda 

después de la OPACC, alcanzando niveles de ~54%, ~47% y ~55% (en relación al control) para 

la corteza anterior, posterior y el estriado, respectivamente.304,305 Sin embargo, la disminución 

aguda del FSC en el hipocampo es menos dramática (~65%).304 Aquí observamos que la 

expresión de varios genes no varió en esta área, sugiriendo que el daño inducido por la OPACC 

en su fase aguda es menos pronunciado en el hipocampo que en las otras regiones cerebrales aquí 

evaluadas. El gen Gfap codifica para un filamento intermediario usado frecuentemente como 

marcador de astrogliosis reactiva, un proceso  bifásico que puede ser tanto dañino como 

beneficioso luego de un evento isquémico.306 Los astrocitos reactivos son fuentes potenciales de 

mediadores pro-inflamatorios tales como los analizados en este estudio.307 Nuestras evidencias 

sugieren la participación de la astrogliosis reactiva en los cambios patológicos tempranos en la 

corteza, el estriado y bulbo olfatorio. Por otro lado, la expresión de Mmp2 se incrementó en tres 

regiones cerebrales del grupo de ratas isquémicas. Esta proteasa juega un papel fundamental en 

el daño mediado por la OPACC sobre la BHE y la integridad de la sustancia blanca cerebral,308 

lo que puede afectar el funcionamiento del entorno microvascular. Mmp2 puede también liberar 

el VEGF activo debido a la escisión e inactivación de la proteína de inhibición de este factor 

angiogénico.309 Este último podría actuar en asociación con la remodelación de la membranas 

basal de la BHE promovida por Mmp2, en el proceso angiogénico que se ha reportado a largo 

plazo después de la OPAAC.310 La triptófano hidroxilasa (TPH, EC 1.14.16.4) cataliza la 

primera reacción, y es la enzima limitante en la vía biosintética de la serotonina.311 Estudios 
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previos han revelado que las neuronas productoras de serotonina pueden inervar las arterias 

cerebrales,312 y que la expresión de Tph2 es crítica para la síntesis de serotonina en la corteza 

cerebral frontal.313 Nuestros resultados reflejan que la OPACC induce un incremento en la 

expresión de Tph2 en la corteza cerebral anterior, un efecto que podría potenciar la rápida caída 

del FSC en estas regiones a través de los receptores serotonérgicos vasoconstrictores en la 

vasculatura.314 En contraste, detectamos una  disminución en los niveles de ARNm de Tph2 en el 

cuerpo estriado de ratas con OPACC, una región donde la actividad de la isoforma Tph1 podría 

ser predominante.315 

El gen inducible Hmox1 (Hemo-oxigenasa 1, EC 1.14.99.3) tiene como función la escisión 

específica del grupo hemo en monóxido de carbono, hierro y biliverdina, la cual luego se 

convierte en el antioxidante fisiológico bilirrubina por la biliverdina reductasa.316 Nuestros 

resultados muestran un incremento agudo de Hmox1 en la corteza cerebral y el estriado del grupo 

expuesto a OPACC, resultado que puede asociarse a una respuesta endógena contra el entorno 

oxidativo manifestado por un incremento en los niveles de MDA y PP en las mismas regiones. 

Por otra parte, el hierro libre producido por la reacción catalítica de Hmox1 podría estar 

involucrado en el establecimiento de un estrés oxidativo, si no es adecuadamente secuestrado en 

estas regiones. 

El gen S100a5 codifica para una proteína de unión al calcio que se ha reportado como uno de los 

ligandos del receptor para los productos finales de glicación avanzada (del inglés: “Receptor for 

Advance Glycation End Products”, RAGE),317 una vía que se correlaciona con los peores 

pronósticos después del infarto cerebral isquémico.318 En el presente trabajo detectamos bajos 

niveles de ARNm para S100a5 en el bulbo olfatorio, la corteza anterior y el estriado del grupo 
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OPACC vehículo. Este resultado podría indicar una reacción protectora endógena frente al daño 

inducido por la OPACC en la unidad neurovascular mediado por la interacción RAGE-S100a5. 

El presente estudio es el primero en la literatura que revela que tanto la C-FC como su cromóforo 

tetrapirrólico, la FCB, son capaces de modular significativamente la expresión de diferentes 

genes, así como la actividad enzimática y el desarrollo de procesos biológicos asociados con una 

OPACC aguda en ratas. Esta modulación indicó un efecto cerebroprotector frente a la OPACC, y 

por ende aportó nuevas evidencias relacionadas con los mecanismos moleculares de ambas 

moléculas en un contexto isquémico cerebral, en particular del área de penumbra. Nuestros 

resultados de microarreglos indican que la FCB modula la expresión de genes principalmente 

relacionados con la respuesta inmune subsiguiente al infarto cerebral. En este sentido, se ha 

reportado previamente la participación de genes relacionados con la respuesta inflamatoria 

después de la I/R global en ratas.319 De esta forma, la modulación positiva de genes asociados 

con procesos inmunológicos por la FCB puede ser un factor que contrarreste, al menos en parte, 

el daño isquémico, resultado que se corresponde con la regulación de genes pro-inflamatorios y 

reguladores según se observó por qRT-PCR. 

Nuestros resultados mostraron un incremento de IFN-γ e IL-6 en el bulbo olfatorio y la corteza 

anterior de las ratas isquémicas, probablemente asociado a la activación de leucocitos y 

neutrófilos.320 Ambas citocinas participan en el establecimiento de reacciones inflamatorias 

deletéreas después del infarto cerebral isquémico.321 Por tanto, la C-FC y la FCB pueden 

potencialmente proteger la zona de penumbra isquémica por la inhibición de la expresión de 

estas citocinas, restableciendo sus niveles normales, y por ende, bloqueando sus cascadas 

dependientes como la estimulación de moléculas de adhesión vascular.322 Además, ambas 
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citocinas son producidas por la microglia activada, lo cual sugiere que estas células gliales son 

controladas en su estado inactivo en respuesta a la aplicación de ambos compuestos.323 La 

actividad antioxidante de la C-FC y FCB podría ser también un elemento que limite la expresión 

de IL-6 en astrocitos.324 

Se observó, además, un incremento en los niveles de CD74 en el bulbo olfatorio y la corteza 

anterior del grupo OPACC vehículo, que fue atenuado por ambos compuestos. Debido a que la 

proteína que codifica este gen está involucrada en la formación de MHC-II (del inglés: “Major 

Histocompatibility Complex class II”), este resultado sugiere un incremento en la presentación 

de antígenos en las áreas isquémicas mencionadas, probablemente causado por una subpoblación 

derivada de la microglia denominadas células dendríticas cerebrales.325 Este efecto podría estar 

acompañado por el aumento en la expresión del MHC-II inducido por IFN-γ en estas células.326 

Por tanto, la disminución de la expresión de CD74 inducida por C-FC y FCB podría contribuir a 

la cerebroprotección a través de la disminución del reconocimiento de antígenos. 

El gen Foxp3 codifica para un factor de transcripción específicamente expresado por las células 

T reguladoras (Treg), las cuales producen TGF-β. 327,328 Aquí observamos un incremento en los 

niveles de ARNm de Foxp3 inducido por la C-FC y FCB en todas las regiones cerebrales 

estudiadas. En este sentido, una inducción similar de Treg ha sido reportada anteriormente en 

células mononucleares sanguíneas aisladas de pacientes con esclerosis múltiple, y tratadas con 

C-FC.329 El incremento significativo de Foxp3 sugiere una posible contribución de las células 

Treg a la cerebroprotección inducida por C-FC y FCB frente a la disminución moderada del 

FSC, como se ha reportado previamente por Liesz cols. (2009),330 pero no en caso de un daño 

isquémico más severo.331 Reportes recientes muestran incluso que la transferencia adoptiva de 
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Treg logró disminuir el daño isquémico cerebral,332 sin efectos colaterales adversos en la 

inmunidad sistémica post-ictus.333 En estrecha relación con este resultado, también detectamos 

un incremento significativo de la expresión de TGF-β en las ratas isquémicas después del 

tratamiento con C-FC y FCB en las tres regiones evaluadas. Las células Treg pueden servir como 

fuente de esta citocina anti-inflamatoria,334,335 que también se ha reportado que ejerce un papel 

neuroprotector contra el infarto cerebral isquémico.336 CCL12, que es una quimiocina para las 

células inmunes circulantes337 y la IL-4, una citocina anti-inflamatoria que desempeña un papel 

cerebroprotector,338 también fueron positivamente modulados por la C-FC y la FCB. 

Aquí observamos un incremento de la expresión de IL-17A como consecuencia de la OPACC. 

Aunque esta citocina es característica de las células TH17,339 evidencias previas sugieren que la 

IL-17 puede producirse también en células T γδ como fuente importante en el ictus isquémico.340 

IL-17 induce un daño neuronal directo,341 y a la BHE,342 y amplifica la cascada pro-inflamatoria, 

observándose que su bloqueo protege frente a la isquemia.343 Por tanto, la disminución de los 

niveles de ARNm para IL-17A inducido por la C-FC y FCB podría jugar un papel beneficioso en 

la recuperación del tejido cerebral en hipoperfusión. 

El gen Mal codifica una proteína integral de membrana involucrada en la mielogénesis a través 

del transporte vesicular de lípidos.344 Se detectó un incremento en la expresión del gen Mal 

inducido por la C-FC y FCB, que puede estar asociado a un incremento en la formación de 

mielina y su maduración a una estructura compacta por los oligodendrocitos, previniendo de esta 

forma el típico daño a la materia blanca inducido por la OPACC.345  

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

de la CTE, que ayuda a la generación del potencial electroquímico para la síntesis de ATP.346 Se 
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detectó niveles reducidos de ARNm para uno de los componentes del complejo I en las ratas 

isquémicas, la NADH deshidrogenasa (ubiquinona) 1 beta, subcomplejo 2. Asumiendo que esta 

subunidad contribuye de manera importante al correcto funcionamiento del complejo enzimático 

completo (aquí referido como NADH deshidrogenasa, EC 1.6.5.3), este resultado sugiere que la 

hipoperfusión cerebral está asociada con una deficiencia del complejo I mitocondrial. En 

concordancia, se ha reportado la deficiencia en los parámetros de fosforilación oxidativa y por 

tanto en la producción de energía, en mitocondrias aisladas de cerebro de ratas previamente 

sometidas a la OPACC, cuando se utilizan sustratos del Complejo I (glutamato/malato).347 La C-

FC y FCB restauraron los niveles de expresión de la NADH deshidrogenasa similar al control, 

indicando un efecto beneficioso para la producción de energía en el tejido isquémico. Esta 

acción, unida al posible incremento en la disponibilidad de oxígeno y glucosa mediado por la 

angiogénesis inducida por el VEGF, podría contribuir a la preservación del balance energético 

cerebral 

La familia de proteínas Bcl-2 juega un papel crítico en la transducción de las señales 

intracelulares de apoptosis a través de la modulación de la TPM, para proveer neuroprotección 

frente al infarto cerebral.348 Aquí observamos una disminución de la expresión de Bcl-2 

(isoforma Bcl-2a1) en las ratas hipoperfundidas y tratadas con el vehículo, que fue 

significativamente contrarrestado por la C-FC y FCB, sugiriendo una acción anti-apoptótica. 

Como se ha mencionado anteriormente, en etapas muy tempranas después de la oclusión 

vascular, como consecuencia de la muerte celular necrótica se liberan al parénquima cerebral 

diversas moléculas intracelulares denominadas DAMPs, que activan a las células inmunes 

mediante receptores específicos y la cascada de NF-κB.349 Por tanto, la modulación efectiva de 



DISCUSIÓN 

 

 

99 

Bcl-2a1 y NADH deshidrogenasa por C-FC y FCB pudiera contribuir de una forma indirecta, a 

prevenir la respuesta inflamatoria post-ictus al preservar la viabilidad celular. 

La regulación del transcriptoma constituye uno de los mecanismos por los cuales las células 

perciben y responden a las modificaciones isquémicas de su entorno, particularmente a través de 

factores de transcripción de respuesta a la hipoxia como C/EBPβ.350 Nuestros resultados 

mostraron un incremento en los niveles de ARNm para C/EBPβ inducido por la OPACC en el 

bulbo olfatorio y la corteza anterior. El daño cerebral luego de la isquemia mediado por C/EBPβ 

involucra un incremento en la infiltración de células inmunes mediado por ICAM-1,351 y 

probablemente por la estimulación de la expresión de genes pro-inflamatorios como IL-6352 y de 

otros genes involucrados en el daño neuronal.353 La C-FC y FCB lograron restringir la inducción 

de C/EBPβ, reforzando su capacidad  de reducir la inflamación post-isquémica e influyendo 

sobre la protección directa de la fisiología neuronal. 

De acuerdo con estudios previos que indican que la IC promueve la expresión de Gadd45,354 

nuestros resultados muestran que el procedimiento de OPACC induce un incremento en los 

niveles de ARNm para Gadd45g en la corteza anterior, que puede reflejar una respuesta 

endógena protectora vinculada a los procesos de reparación del ADN. El tratamiento con C-FC y 

FCB limitó la expresión de Gadd45g a los niveles del control. Una hipótesis razonable para 

explicar este hecho es que la prevención del estrés oxidativo mediada por ambas moléculas en la 

corteza cerebral puede estar acompañada por una disminución del daño oxidativo al ADN, 

disminuyendo así la actividad de los mecanismos reparadores incluyendo Gadd45g. Por otro 

lado, el gen Baiap2 (también conocido como receptor de la insulina de 53 kDa, IRSp53), codifica 

para una proteína que conecta las protuberancias de la membrana citoplasmática con los 
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filamentos de actina en la formación de los filopodios, un proceso que es esencial para la 

sinaptogénesis,355 la formación de neuritas,356,357 y la remodelación dendrítica.358 De esta forma, 

la recuperación de los niveles de expresión de Baiap2 inducido por la C-FC y FCB sugiere un 

efecto promotor sobre la neuroplasticidad.  

El análisis de la expresión genética en el cuerpo estriado mostró una estrecha correlación entre 

los niveles de ARNm y proteínas de los cinco genes evaluados en todos los grupos 

experimentales, sugiriendo que su expresión no se afectó a nivel post-transcripcional. En 

conjunto, estos resultados indican que la OPACC induce un ambiente pro-inflamatorio reflejado 

por el incremento de la expresión de la quimocina de neutrófilos CXCL2,359 del ligando 

facilitador de la transmigración endotelial de leucocitos ICAM-1360 y las citocinas dañinas IL-1β 

y TNF-α.361,362 Esta afectación del contexto neuro-inmune fue efectivamente revertido por la 

aplicación de la C-FC y FCB. El gen VEGFA, el miembro más importante de la familia VEGF 

que promueve angiogénesis,363 está involucrado en la remodelación del sistema arterial en 

repuesta a la hipoperfusión cerebral.364 Ambos compuestos lograron mantener el incremento de 

VEGFA induciendo indirectamente acciones pro-angiogénicas y neuroprotectoras.365,366 

Como consecuencia de la OPACC se observó un incremento en los niveles de MDA y PP, más 

evidente en el tejido cerebral que en suero probablemente debido a la mayor contenido de lípidos 

oxidables como los ácidos grasos poli-insaturados en el cerebro. El tratamiento con la FCB 

redujo significativamente la susceptibilidad a la lipoperoxidación en todos los compartimentos 

tisulares evaluados, mientras que la C-FC mostró el mismo efecto en las áreas cerebrales, lo cual 

indica una potente capacidad antioxidante. Como se ha mencionado anteriormente, la POL puede 

ser iniciada por el radical •OH, formado tanto por la descomposición de los aniones peroxinitrito 
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(ONOO−) como por la reacción del Fe2+ con el H2O2.
286 Además, importantes cantidades del 

radical anión O2•
- pueden acumularse como resultado de una disfunción en el transporte de 

electrones mitocondrial, generando H2O2 mediado por la actividad SOD y produciendo ONOO− 

por la reacción con óxido nítrico (NO•).367 Nuestros resultados muestran una disminución de la 

expresión del complejo I mitocondrial en las ratas expuestas a OPACC y tratadas con el 

vehículo, lo cual puede estar involucrado en la generación de O2•
- debido a un incremento del 

estado reducido en los componentes de la CTE, contribuyendo de esta manera a la POL. Por 

tanto, el aumento de la expresión de subunidades de este complejo enzimático por la 

intervención con C-FC y FCB podría atenuar reacciones mediadas por O2•
- y que favorecen la 

lipoperoxidación. Los resultados también muestran actividades disminuidas de SOD y CAT en 

las regiones isquémicas cerebrales que probablemente contribuyen al daño oxidativo cerebral 

aquí observado. El tratamiento con FCB no alteró la actividad CAT en las áreas cerebrales, pero 

fue capaz de inducir significativamente la actividad SOD, incluso en suero, la cual puede 

remover el O2•
- del tejido, mientras que el H2O2 producido por la dismutación pudiera ser 

eliminado por la glutatión peroxidasa (GPx). Este efecto, junto al mejoramiento de la función del 

complejo I mitocondrial contribuye, al menos parcialmente, en la prevención del daño oxidativo 

a los lípidos en los cerebros isquémicos tratados con FCB. 

En el presente estudio se observó, además, una pérdida apreciable de la viabilidad neuronal en la 

capa piramidal del hipocampo a los 30 días posteriores a la OPACC, en los animales tratados con 

vehículo. El tratamiento con C-FC logró restaurar la integridad neuronal en estas áreas, lo cual 

confirma sus efectos neuroprotectores en este modelo, y sugiere que la modulación temprana de 

diversos mecanismos moleculares después de la OPACC permite proteger el tejido cerebral en 
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etapas más tardías a la oclusión arterial. Indirectamente, este resultado podría sugerir un efecto 

neuroprotector similar para FCB, aunque la obtención de esa evidencia todavía debe realizarse. 

Los resultados obtenidos en el modelo de penumbra isquémica por hipoperfusión cerebral aguda 

en ratas han permitido identificar diversos mediadores moleculares que expliquen la protección 

cerebral de C-FC y FCB frente al ictus. El análisis de la expresión del genoma completo de la 

corteza cerebral anterior apoya la participación de procesos inflamatorios claves en esta 

condición, efecto que fue contrarrestado por la administración de FCB. En este sentido, la 

evaluación de la expresión de citocinas (IFN-γ, IL-6, IL-4, TGF-β, IL-1β, TNF-α, IL-17A), 

quimiocinas (CCL12, CXCL2), factores de transcripción (Foxp3, C/EBPβ), moléculas asociadas 

a la presentación de antígenos (CD74) y a la adhesión vascular (ICAM-1), confirma el panorama 

disfuncional de un entorno pro-inflamatorio en las ratas isquémicas, que fue efectivamente 

controlado por la C-FC y la FCB. Además, ambos compuestos modularon positivamente la 

expresión de los genes Mal, NADH deshidrogenasa (subunidad 1 beta), Bcl-2a1, Gadd45g, 

Baiap2 y VEGFA, ofreciendo mecanismos alternativos de cerebroprotección contra la 

hipoperfusión cerebral como la re-mielinización, el metabolismo energético, la anti-apoptosis, la 

plasticidad sináptica y la angiogénesis. Se observó, además, un significativo incremento en la 

susceptibilidad a la POL con una reducción concomitante de las actividades SOD y CAT en las 

ratas hipoperfundidas, indicando el establecimiento de un estrés oxidativo. La C-FC y la FCB 

redujeron la lipoperoxidación, mientras que FCB indujo la actividad SOD sin efecto en la 

actividad CAT, confirmando que sus capacidades antioxidantes ejercen acciones fundamentales 

contra la hipoperfusión cerebral aguda.  
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4.2.4. Isquemia/reperfusión cerebral focal en ratas inducida por endotelina-1  

La ACM es el vaso sanguíneo cerebral que con más frecuencia se afecta en los casos clínicos de 

ictus isquémico, incluyendo adultos368 e infantes369 de diferentes zonas geográficas;370,371 y es 

asímismo, la arteria más comúnmente ocluida en los modelos experimentales de IC focal.372 En 

el presente estudio se empleó el modelo de oclusión transitoria de la ACM por el péptido 

vasoconstrictor endotelina-1 (ET-1) para determinar si las acciones neuroprotectoras de la C-FC 

se reproducían en un sistema experimental con mayor valor predictivo para la mayoría de los 

pacientes que sufren esta patología, además de identificar posibles mediadores moleculares de 

tales efectos. 

Nuestros resultados muestran un drástico deterioro neurológico y del peso corporal, así como 

áreas y volúmenes de infarto apreciables en las ratas del grupo I/R vehículo, a las 24 h post-

cirugía. En los reportes precedentes de este modelo se observa una concordancia unánime con la 

caída de los dos primeros parámetros, 373,374 y del establecimiento de un infarto cerebral 

reproducible y medible cuantitativamente por la técnica del TTC, aunque en diferente magnitud 

debido a diferencias de diseño experimental, tales como la concentración de ET-1, la posición 

respecto a la ACM donde se inyecta (coordenadas estereotáxicas), el tipo de anestesia, la especie 

de rata utilizada, entre otros aspectos.375 El tratamiento con C-FC logró mejorar 

significativamente estos tres parámetros, indicando un potente efecto protector frente a la I/R 

cerebral focal. 

La NADPH oxidasa es una fuente importante de EROs en la vasculatura y el parénquima 

cerebral, y está involucrada en el estrés oxidativo que se produce luego de un ictus isquémico, 

particularmente a nivel de la BHE.376 Se expresa en diversos tipos celulares involucrados en la 
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interacción neurovascular y neuro-inmune, incluyendo las neuronas,377 los astrocitos,378 las 

células endoteliales,379 la microglia, los monocitos y los neutrófilos.380 NOX2 está conformada 

por el dímero catalítico gp91phox (también denominado con el nombre de la isoforma) unida a 

p22phox (también llamado citocromo b558), y las subunidades reguladoras p47phox, p67phox, 

p40phox y Rac, una GTPasa. La fosforilación de p47phox por varias quinasas (ej. PKC, Akt), 

induce su traslación hacia la membrana permitiendo el contacto entre la p67phox y gp91phox. 

Una vez ensambladas ambas subunidades, el complejo entonces es capaz de transferir electrones 

desde el NADPH hasta el oxígeno, generando el anión O2•
-.381 Nuestros resultados evidencian 

una elevada expresión de NOX2/gp91phox y producción incrementada de anión O2•
- en las 

mismas áreas cerebrales analizadas (parénquima), pertenecientes al grupo I/R vehículo, en 

concordancia con lo reportado previamente.248,382 En las arterias de la penumbra isquémica, la 

generación de superóxido por la NADPH oxidasa también se incrementa dramáticamente en las 

primeras horas después de la IC, un efecto que es virtualmente abolido por inhibidores 

específicos de este complejo enzimático.383 La aplicación de C-FC 5 mg/Kg logró atenuar 

significativamente tanto la expresión de NOX2/gp91phox como la sobreproducción de O2•
-. Este 

resultado indica que la inhibición de la NADPH oxidasa está involucrada en los mecanismos de 

acción anti-isquémicos de esta biliproteína. Un efecto similar de la C-FC sobre varias 

subunidades de la NADPH oxidasa se ha observado en modelos de otras patologías. La C-FC 

inhibió la expresión de p22phox en hámsteres alimentados con una dieta aterogénica, reduciendo 

el desarrollo de ateroesclerosis principalmente vinculado a la inhibición de factores pro-

oxidantes.384 Aunque en el presente estudio no se determinó si la FCB también restringe la sobre-

expresión de NADPH oxidasa, en reportes previos se ha observado ese efecto en otros contextos 



DISCUSIÓN 

 

 

105 

experimentales. Recientemente, Zheng y cols. (2013) mostraron que tanto la C-FC como la FCB 

administradas oralmente a ratones diabéticos inhibieron la expresión renal de varios 

componentes de la NADPH oxidasa (Nox4, p22phox y p47phox), contribuyendo de esta manera 

a explicar su acción protectora frente a la nefropatía diabética.23 En células endoteliales humanas 

(línea EA.hy926) tratadas con FCB 200 µM durante 24 h, también se evidenció una disminución 

significativa en la expresión de p22phox.24 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. CONCLUSIONES 

1. La C-FC previno el daño inducido por Ca2+/Pi en mitocondrias de cerebro de rata por 

medio de la inhibición de la Transición de Permeabilidad Mitocondrial. 

2. La C-FC inhibió la reacción de Fenton generada por voltametría cíclica. 

3. La C-FC protegió a las células PC12 del daño inducido por H2O2 y por glutamato, y a las 

SH-SY5Y frente al efecto pro-oxidante del t-BOOH. 

4. La C-FC30%, tanto en esquema  profiláctico como terapéutico, ejerció un potente efecto 

neuroprotector frente al daño cerebral isquémico en gerbos de Mongolia, al reducir el 

volumen de infarto, el déficit neurológico y el estrés oxidativo, así como preservar la 

viabilidad neuronal en el hipocampo, la actividad locomotora y la sobrevivencia de los 

animales tratados. 

5. Se demostró que la C-Ficocianina es el principio activo responsable del efecto 

neuroprotector de la C-FC30% en gerbos de Mongolia. 

6. La C-FC y su cromóforo, la FCB, protegieron de manera dosis-dependiente a las neuronas 

de la capa nuclear interna de la retina de ratas sometidas a una isquemia/reperfusión por 

aumento de la presión intraocular. 

7. La administración de C-FC y FCB logró ejercer una modulación positiva sobre la 

expresión de genes asociados a procesos inmunológicos en el modelo de penumbra por 

hipoperfusión cerebral aguda en ratas, así como relacionados con la fisiología 

neurovascular. 

8. La C-FC y la FCB contrarrestaron el incremento en la peroxidación lipídica inducida por 
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la OPACC en su fase aguda, mientras que la FCB, además, indujo la actividad SOD sin 

efecto alguno sobre la CAT en suero y regiones cerebrales. 

9. La C-FC previno la pérdida neuronal en el hipocampo de ratas a los 30 días posteriores a 

la OPACC. 

10. La C-FC disminuyó significativamente el deterioro neurológico, la pérdida de peso 

corporal y el volumen de infarto cerebral inducido por la endotelina-1 sobre la ACM en 

ratas, e inhibió la expresión de NOX2/gp91phox y la sobreproducción de superóxido en 

las áreas isquémicas cerebrales. 
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5.2. RECOMENDACIONES  

1. Profundizar en otros aspectos farmacológicos relevantes para la aplicación clínica de estos 

productos, tales como la farmacocinética, la ventana terapéutica, y la toxicología. 

2. Estudiar la acción de la C-FC y la FCB en modelos trombóticos de oclusión de la ACM. 

3. Determinar si la actividad anti-inflamatoria de ambas moléculas ejerce algún efecto 

depresor sobre el estado del sistema inmune posterior al evento isquémico. 

4. Explorar la modulación de otros procesos mitocondriales en el efecto anti-isquémico de 

ambos compuestos (mitogénesis, mitofagia, expresión de genes mitocondriales). 

5. Identificar el efecto de la C-FC y la FCB sobre marcadores celulares específicos de la 

unidad neurovascular. 

6. Profundizar en el efecto de ambos compuestos sobre mediadores específicos de diversos 

tipos de muerte celular (necrosis, apoptosis, autofagia, necroptosis). 

7. Desarrollar ensayos clínicos con vistas a confirmar las acciones de estos compuestos en 

pacientes que sufren un infarto cerebral. 
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ANEXO 1 

Representación esquemática de la estructura nativa de la C-Ficocianina (C-FC) y la 
Ficocianobilina (FCB)1 

 

 

                                                           
1
 Padyana AK, Bhat VB, Madyastha KM, Rajashankar KR, Ramakumar S. Crystal structure of a light-harvesting 

protein C-Phycocyanin from Spirulina platensis. Biochem Biophys Res Commun 2001; 282: 893–98. 
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Purificación de FCB 

Se partió de 30 g de biomasa de S. platensis, resuspendida en 100 mL de buffer Tris 20 mM, pH 

8,0 luego sonicada durante 20 min para la ruptura de las células, y centrifugada a 10 000 × g por 

20 min. El material soluble se eliminó por ultrafiltración con Amicon® Ultra 30 K (Millipore, 

Billerica, MA, EEUU). El extracto rico en C-Ficocianina obtenido se diluyó en 320 mL de 

metanol, con agitación lenta en la oscuridad por 16 h, a 40 0C. Los productos de esta etapa de 

metanólisis fueron concentrados con Amicon® Ultra 30 K (Millipore, Billerica, MA, EEUU), 

seguido por su dilución seriada seis veces en agua destilada, y su transferencia a un recipiente 

Amicon® Ultra 10 K (Millipore, Billerica, MA, EEUU). El filtrado obtenido se pasó por una 

columna Vidac C18 (10 µm,  1x25 cm) (Vydac, Hesperia, CA, EEUU) de HPLC (del inglés: 

“high-performance liquid chromatography”), equilibrada con solución de ácido trifluoroacético 

0,1% (en agua milli-Q) seguida por un gradiente de 0 a 65% de ácido trifluoroacético 0,1% (en 

etanol 96%). La FCB obtenida fue liofilizada y almacenada a -700C hasta su uso. El espectro de 

absorbancia se realizó empleando un espectrofotómetro UV-VIS Ultrospec2000 (GE Healthcare, 

EEUU). 
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Espectro de absorción (A) de C-FC y corrida electroforética en SDS-PAGE (B) revelada 
con tinción de plata.2 (u.a.: unidades arbitrarias) 

 

 

Espectro de absorción de FCB 
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 Heukeshoven J, Dernick R. Simplified method for silver staining of proteins in polyacrylamide gels and the 

mechanism of silver staining. Electrophoresis 1985; 6: 103. 
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ANEXO 2 

Cebadores empleados para el análisis de la expresión de genes mediante la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa cuantitativa en Tiempo Real. 

 

 

#NCBI: National Center for Biotechnology Information 
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ANEXO 3 

Genes diferencialmente modulados en la corteza cerebral anterior por el tratamiento de 
FCB luego de la oclusión permanente de las arterias carótidas comunes (OPACC) en ratas. 
 

Genes con expresión aumentada: 

No. Símbolo del gen Nombre del gen (en inglés) Valor q Nivel de cambio 

1 Rpl10a ribosomal protein L10A 1.0003421 2.48 

2 LOC692042 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-

regulating kinase 4 (MAP/microtubule 

affinity-regulating kinase like 1) 

0.9971666 2.33 

6 RGD1561546 similar to serine/threonine kinase 0.9971666 2.33 

7 RGD1565379 similar to serine/threonine kinase 0.9971666 2.33 

8 LOC689107 similar to MAP/microtubule affinity-

regulating kinase 3 

0.9971666 2.33 

9 Slc39a12 solute carrier family 39 (zinc transporter), 

member 12 

1.00016 2.19 

10 Acsm3 acyl-CoA synthetase medium-chain 

family member 3 

0.98966146 2.07 

11 Fcgr2b Fc fragment of IgG, low affinity IIb, 

receptor (CD32) 

1.0006138 2.06 

12 Adamts1 ADAM metallopeptidase with 

thrombospondin type 1 motif, 1 

0.9915726 2.01 

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 LOC298109 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 LOC298111 alpha2u globulin 1.0001878 1.99 

20 LOC259244 alpha-2u globulin PGCL3 1.0001878 1.99 

21 LOC685482 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 

(heparan glucosaminyl) 4 

1.080613 1.90 

25 Ogn osteoglycin 1.0014311 1.85 

26 Nupr1 transcriptional regulator 1 1.0002831 1.83 

27 Lair1 leukocyte-associated immunoglobulin-

like receptor 1 

0.98377675 1.80 

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

29 Rxfp2 relaxin/insulin-like family peptide 

receptor 2 

1.0015999 1.78 

30 Gpr34 G protein-coupled receptor 34 1.0015812 1.78 

31 Cask calcium/calmodulin-dependent serine 

protein kinase (MAGUK family) 

1.0015812 1.78 

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 

phosphoprotein 32 family member A 

(Leucine-rich acidic nuclear protein) 

0.9838403 1.71 

38 P2ry12 purinergic receptor P2Y, G-protein 

coupled, 12 

1.0017537 1.71 

39 Thrsp thyroid hormone responsive 1.0017229 1.71 

40 Serpina3n serine (or cysteine) peptidase inhibitor, 

clade A, member 3N 

0.9116652 1.70 

41 LOC690826 similar to protocadherin beta 16 1.0017138 1.69 

42 Cox4i2 cytochrome c oxidase subunit IV isoform 

2 

1.0014646 1.68 

43 LOC289673 similar to Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) 

1.0013652 1.68 

44 Alox5ap arachidonate 5-lipoxygenase activating 

protein 

1.0012794 1.67 

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 LOC689299 similar to serine/threonine kinase 1.0012462 1.67 
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50 C3ar1 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 

exchanger), member 4 

1.0009445 1.64 

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

54 Csf1r colony stimulating factor 1 receptor 1.0017077 1.63 

55 Kcnj13 potassium inwardly-rectifying channel, 

subfamily J, member 13 

1.0005134 1.62 

56 Ptx3 pentraxin related gene 1.0232165 1.62 

57 Inpp5d inositol polyphosphate-5-phosphatase D 1.000715 1.61 

58 Mt1a metallothionein 1a 1.0003173 1.60 

59 Slc13a4 solute carrier family 13 (sodium/sulfate 

symporters), member 4 

1.0006903 1.59 

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 

protein 

0.9862402 1.58 

64 RGD1562607 similar to Serine/threonine/tyrosine 

interacting protein (Protein tyrosine 

phosphatase-like protein) 

0.9862402 1.58 

65 Laptm5 lysosomal protein transmembrane 5 1.0014367 1.58 

66 RGD1561231 similar to MAP/microtubule affinity-

regulating kinase 4 (MAP/microtubule 

affinity-regulating kinase like 1) 

1.0111173 1.58 

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-

regulating kinase 3 

1.0111173 1.58 

70 Hist2h4 histone cluster 2, H4 1.0006368 1.57 

71 Nlrx1 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 

(Thioltransferase-1) (TTase-1) 

0.98654866 1.56 

74 LOC679752 similar to Glutaredoxin-1 

(Thioltransferase-1) (TTase-1) 

0.98654866 1.56 

75 Mt1a metallothionein 1a 1.0010897 1.55 

76 Il28ra interleukin 28 receptor alpha 1.0008624 1.55 
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77 Mpeg1 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 IIb, 

receptor (CD32) 

1.0015416 1.53 

81 LOC498276 Fc gamma receptor II beta 1.0015416 1.53 

82 Cfh complement factor H 1.0009991 1.53 

83 Cyr61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 1.0016309 1.52 

84 Itgbl1 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 Itgb2 integrin, beta 2 1.0013658 1.51 

90 Tc2n tandem C2 domains, nuclear 0.9936914 1.50 

91 LOC690885 similar to NADH dehydrogenase 

(ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6, 

17kDa isoform 2 

1.0011051 1.50 

92 Slc13a3 solute carrier family 13 (sodium-

dependent dicarboxylate transporter), 

member 3 

1.0010041 1.50 

93 Cd93 CD93 molecule 1.00137 1.50 
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Genes con expresión disminuida: 

No. Símbolo del gen Nombre del gen (en inglés) Valor q Nivel de cambio 

1 RGD1564409 similar to hypothetical protein 

4930509O22 

1.0041474 -1.50 

2 LOC300308 similar to hypothetical protein 

4930509O22 

1.0041474 -1.50 

3 LOC500815 similar to par-1 CG8201-PO, isoform O 1.0041474 -1.50 

4 LOC687373 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 Eml5 echinoderm microtubule associated 

protein like 5 

1.0036011 -1.51 

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-

associated 3 

0.9993232 -1.51 

13 LOC682399 similar to developmental pluripotency-

associated 3 

0.9993232 -1.51 

14 Vof16 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 

3A 

0.98419255 -1.53 
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22 Lrrc8e leucine rich repeat containing 8 family, 

member E 

1.0034237 -1.53 

23 Olr907 olfactory receptor 907 1.0029461 -1.54 

24 Olr917 olfactory receptor 917 1.0029461 -1.54 

25 Olr883 olfactory receptor 883 1.0029461 -1.54 

26 Olr910 olfactory receptor 910 1.0029461 -1.54 

27 Olr990 olfactory receptor 990 1.0029461 -1.54 

28 Pkib protein kinase (cAMP-dependent, 

catalytic) inhibitor beta 

1.0042293 -1.54 

29 Prim1 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 Prom1 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-ps1 ribosomal protein L21, pseudogene 1 1.0033706 -1.58 

38 Nqo2 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 Sucnr1 succinate receptor 1 1.002122 -1.60 

43 Abcg2 ATP-binding cassette, subfamily G (WHITE), 

member 2 

1.0044818 -1.61 

44 Rnf135 ring finger protein 135 1.004105 -1.62 

45 Sfrs12ip1 SFRS12-interacting protein 1 1.0046892 -1.62 
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46 Rimklb ribosomal modification protein rimK-like 

family member B 

1.0042729 -1.66 

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-

related family, member 8 

0.98558015 -1.72 

52 Xk X-linked Kx blood group (McLeod 

syndrome) homolog 

0.98558015 -1.72 

53 Smpdl3b sphingomyelin phosphodiesterase, acid-

like 3B 

0.98558015 -1.72 

54 LOC688389 similar to solute carrier family 7 (cationic 

amino acid transporter, y+ system), 

member 12 

1.0035477 -1.72 

55 Idi2l isopentenyl-diphosphate delta isomerase 

2-like 

1.0455029 -1.73 

56 RGD1564999 similar to isopentenyl-diphosphate delta 

isomerase 2 

1.0455029 -1.73 

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-

coil domain containing 1 

1.0034708 -1.80 

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

61 LOC678814 hypothetical protein LOC678814 0.98328704 -1.82 

62 LOC689299 similar to serine/threonine kinase 0.99019337 -1.83 

63 Car8 carbonic anhydrase 8 1.0011338 -1.83 
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64 Zic1 Zic family member 1 (odd-paired homolog, 

Drosophila) 

1.0015225 -1.83 

65 Il16 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-ps1 ribosomal protein L21, pseudogene 1 0.9855979 -2.05 

74 RGD1563738 similar to Discs, large homolog 5 (Placenta 

and prostate DLG) 

0.996334 -2.06 

75 LOC681283 similar to Discs large homolog 5 (Placenta 

and prostate DLG) (Discs large protein P-

dlg) 

0.996334 -2.06 

76 LOC686038 similar to Discs large homolog 5 (Placenta 

and prostate DLG) (Discs large protein P-

dlg) 

0.996334 -2.06 

77 LOC685965 similar to spermatogenesis associated 

glutamate (E)-rich protein 4b 

0.996334 -2.06 

78 Olr779 olfactory receptor 779 1.0006193 -2.15 

79 Olr780 olfactory receptor 780 1.0006193 -2.15 

80 Cbln1 cerebellin 1 precursor 1.0014884 -2.19 

81 RGD1560224 RGD1560224 1.0006505 -2.21 

82 Rnf135 ring finger protein 135 1.0006505 -2.27 

83 Neurod1 neurogenic differentiation 1 1.0005897 -2.34 

84 Sms spermine synthase 0.97657526 -2.63 

85 Mrpl41 mitochondrial ribosomal protein L41 0.9941489 -2.91 

86 RGD1560917 similar to mitochondrial ribosomal protein 

L41 

0.9941489 -2.91 
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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 

(Drosophila) 

1.0000964 -3.43 

91 Cbln3 cerebellin 3 precursor 0.9999993 -4.71 

92 Gabra6 gamma-aminobutyric acid (GABA) A 

receptor, alpha 6 

0.9999653 -6.24 

93 LOC499782 similar to 60S ribosomal protein L12 1.004927 -6.51 

94 RGD1564883 similar to 60S ribosomal protein L12 1.004927 -6.51 

95 Rpl12 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 

Producción científica relacionada con el tema de la tesis:  

Publicaciones 

1. Pentón-Rol G*, Marín-Prida J *, Pardo-Andreu G, Martínez-Sánchez G, Acosta-Medina EF, 
Valdivia-Acosta A, Lagumersindez-Denis N, Rodríguez-Jiménez E, Llópiz-Arzuaga A, 
López-Saura PA, Guillén-Nieto GE, Pentón-Arias E. C-Phycocyanin is neuroprotective 
against global cerebral ischemia/reperfusion injury in gerbils. Brain Research Bulletin 2011, 
Aug 10; 86 (1-2): 42-52. Impact Factor® 2012 Thomson Reuters: 2,935. *Co-autoría 
principal compartida. 

 
2. Marín-Prida  J , Pentón-Rol G, Rodrigues FP,  Alberici LC, Stringhetta K, Leopoldino AM, 

Naal Z, Polizello ACM, Llópiz-Arzuaga A, Rosa MN, Liberato JL, Santos WF, Uyemura 
SA, Pentón-Arias E, Curti C, Pardo-Andreu GL. C-Phycocyanin protects SH-SY5Y cells 
from oxidative injury, rat retina from transient ischemia and rat brain mitochondria from 
Ca2+/phosphate-induced impairment. Brain Research Bulletin 2012; 89: 159-167. 

 
3. Marín-Prida J *, Pavón-Fuentes N*, Llópiz-Arzuaga A, Massó JR, Roche LD, Mendoza-

Marí Y, Santana SP, Cruz-Ramírez A, Valenzuela-Silva C, Nazábal-Gálvez M, Cintado-
Benítez A, Pardo-Andreu GL, Polentarutti N, Riva F, Pentón-Arias E, Pentón-Rol G. 
Phycocyanobilin promotes PC12 cell survival and modulates immune and inflammatory 
genes and oxidative stress markers in acute cerebral hypoperfusion in rats. Toxicol Appl 
Pharmacol 2013 Oct 1; 272(1): 49-60.Impact Factor® 2012 Thomson Reuters: 3,975. *Co-
autoría principal compartida. 
 

4. Marín-Prida J , Pavón-Fuentes N, Llópiz-Arzuaga A, Fernández-Massó JR, Delgado-Roche 
L, Mendoza-Marí Y, Polentarutti N, Riva F, Pardo-Andreu GL, Pentón-Arias E, Pentón-Rol 
G.  C-Phycocyanin prevents H2O2 and glutamate induced toxicities in PC12 cells and 
attenuates brain damage in rats with cerebral hypoperfusion. Clin Exp Pharmacol Physiol 
2014 (En revisión). Impact Factor® 2012 Thomson Reuters: 2,16. 
 

5. Marín-Prida J , Liberato JL, Batista Xavier JR, Stringhetta K, Leopoldino AM, Polizello 
ACM, Llópiz-Arzuaga A, dos Santos WF, Uyemura SA, Curti C, Pentón-Rol G, Pardo-
Andreu GL. Post-ischemia C-Phycocyanin therapy protects against endothelin-1 induced 
cerebral infarction: inhibitory effects on NADPH oxidase.  (En preparación) 
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G, Pentón-Rol G, Pentón-Arias E. Neuroprotective effect of orally administered C-
Phycocyanin against global cerebral ischemic/reperfusion injury in gerbils. Revista Cubana 
de Farmacia  2011; 45 (Suppl. 1): 31.  
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