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1-INTRODUCCION

1.1-ENVEJECIMIENTO: PATOLOGIAS ASOCIADAS

El envejecimiento ha sido definido por Del Valle (2011) como el deterioro progresivo de los

! Junto con este

mecanismos bioldgicos encargados de mantener la homeostasis
decrecimiento de las funciones fisioldgicas se presenta una mayor vulnerabilidad a distintas
enfermedades, un aumento en la dificultad para responder a estimulos del ambiente y en la

mortalidad 2.

El metabolismo aerdbico que actia como generador de energia para las células es, al mismo
tiempo, el factor responsable del deterioro del organismo. Harman (1956) fue el primero en
proponer la acumulacion de radicales libres como la clave del envejecimiento celular y del
organismo>*. Se ha postulado que la fuente primordial de dichos radicales son las mitocondrias
135 Durante la generacion de ATP mediante la reduccion de O, a H,0, algunos electrones se
escapan de la cadena respiratoria y reducen atomos de O, dando lugar a especies reactivas de
oxigeno (ROS: del inglés Reactive Oxygen Species) como el anidn superdxido y posteriormente
peroxido de hidrégeno (O, y H,0,) respectivamente™®. La acumulacion de ROS en la célula es
capaz de causar dafios (muchas veces irreversibles) a elementos de la célula como Ia
membrana plasmatica y de otros organelos como proteinas e incluso el ADN, generando
mutaciones que podrian desencadenar patologias como el cancer *°. Este ambiente celular
altamente oxidativo no solo es responsable del envejecimiento, sino también de deficiencias
fisiolégicas que desembocan en la aparicién de patologias, las cuales presentan una alta
prevalencia e incidencia en paises industrializados ’. Entre estas enfermedades, las mas
recurrentes son el Parkinson, la demencia senil tipo Alzheimer y las enfermedades cardio y
cerebro-vasculares como la isquemia cerebral ®.

1.2-EPIDEMIOLOGIA DE LOS ACCIDENTES CEREBROVASCULARES

De acuerdo a un reporte realizado por American Heart Association (AHA) en el 2012, en
Estados Unidos los Accidentes Cerebro-vasculares (ACV) mostraron una prevalencia anual de
7.000.000 personas mayores a los 20 afos, siendo mayor el porcentaje de individuos de sexo
masculino que femenino °. En comparacién con los UGltimos afios, entre el 2010 y el 2011 hubo
un aumento de 600.000 individuos, manteniéndose igual entre 2011 y 2012. Los ACV
presentan una incidencia de 795.000 individuos por afo. De estos 795.000, el 77% sufre un
infarto por primera vez y el 23% restante, sufren ataques recurrentes. Estas cifras se han

mantenido invariantes en los Gltimos tres afios™*°.



A nivel mundial se estima que cada 4 minutos muere una persona a causa de los ACV y que
anualmente 15 millones de personas sufren por estas patologias. De estas 15 millones, 5
millones mueren y otros 5 millones permanecen discapacitados por el resto de sus vidas **.De
todos los casos de ACV mundiales, el 87% corresponde a los ACV isquémicos mientras que el
13% restante abarca todos los casos de ACV del tipo hemorragico °. Entre los distintos tipos de
ACV, el predominante es el ACV trombdtico (aproximadamente el 60% de los casos en
hombres y mujeres) °(Figura 1). De los afectados, el 30% requiere asistencia para caminar, 26%
sufrieron incapacidad para realizar tareas como cocinar, alimentarse o pagar las cuentas; el
19% sufria dificultades para hablar o entender cuando se les hablaba. El 50% de los pacientes
presenta hemiparesis (una forma de paralisis menos severa que la hemiplegia). Debido a las
secuelas presentes luego de un ACV isquémico, el costo anual requerido para el tratamiento
de esta patologia y el cuidado de los pacientes es de entre 20 a 70 billones de délares
americanos.
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Fig. 1. Se representa la incidencia de los diferentes tipos de ACV a nivel mundial.

Segln datos aportados por el Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica
(MSP), en nuestro pais la incidencia anual de ACV en pacientes mayores a 60 afios es de
alrededor de 150 a 180 por 100.000 habitantes por afo. Se estima que ocurren 5000 casos de
mayores de 60 afios afectados por un ACV. De estos 5000 casos, el 25% muere y el 75%
restante presentan discapacidades y secuelas. Para Espaiia y Uruguay se cree que para el 2015,
las cifras actuales se cuadruplicaran debido al elevado nimero de personas envejecidas.

Entre los factores de riesgo mas frecuentes, se encuentran: la edad, el género, factores
genéticos, vida sedentaria, obesidad y sobrepeso, colesterol alto en sangre, hipertension,
tabaquismo, alcoholismo y la diabetes mellitus °.

La elevada frecuencia de hdbitos poco saludables presentes en la poblacion, son los
responsables de estos valores epidemioldgicos en crecimiento. En este contexto un factor
agravante es la carencia de terapias eficientes para el tratamiento del ACV. En casos
seleccionados existen farmacos de limitada eficacia como es el tPA (tissue Plasminogen
Activator) *. Esto impulsa a que varios grupos de investigadores dediquen su trabajo a la
busqueda de compuestos naturales o sintéticos que sean capaces de modular los mecanismos
moleculares detrds de la progresion de la enfermedad y que logren reducir el dafio generado



en la isquemia. De esta forma seria posible aumentar el rango de posibles terapias alternativas
y eficientes para el tratamiento de los ACV.

1.3- ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia cerebral consiste en la reduccién permanente o transitoria del flujo sanguineo
restringida al tejido adyacente a una arteria cerebral por oclusién de ésta (con mayor

frecuencia en la clinica, la arteria cerebral media)®*.

La reduccién repentina del flujo
sanguineo desencadena en el tejido condiciones que llevan a la apariciéon de un desequilibrio
tanto idnico como energético, dentro y fuera de las células residentes de la regién cerebral

B, Los efectos de estos desdrdenes fisioldgicos se ven reflejados en eventos

afectada
moleculares como: la liberacién de neurotransmisores excitatorios como el glutamato (da
lugar a una entrada masiva de calcio que genera un proceso de excitotoxicidad); la activacion

de vias apoptdticas, estrés oxidativo y procesos inflamatorios*>*°.

En esta patologia es posible observar dos regiones afectadas por el infarto, de acuerdo al

%17 'E] drea donde el flujo sanguineo es nulo se conoce como el

suministro de sangre del tejido
nucleo isquémico o core. En esta regién, el daifio causado por el ACV es irreversible. La region
que se encuentra entre el nudcleo isquémico y el tejido sano, se conoce con el nombre de
penumbra *"*®. A diferencia del ntcleo, esta region es afectada por la isquemia pero al recibir
sangre y metabolitos de los vasos sanguineos del tejido sano adyacente, se mantiene un

1819 Gj el tejido es

suministro de sangre suficiente para que el metabolismo energético persista
re-perfundido rapidamente, las injurias causadas pueden revertirse'’?°. Por este motivo, las
terapias destinadas al tratamiento de la isquemia cerebral concentran su accién

14,19

exclusivamente en la penumbra isquémica . Sin embargo, si el flujo sanguineo que alimenta

la penumbra disminuye o los requerimientos energéticos del tejido aumentan, existe el riesgo
de que el nicleo isquémico se expanda y aumente el volumen del infarto®>**,

Los modelos animales de isquemia cerebral han sido ampliamente utilizados durante mucho
tiempo gracias a la posibilidad que le brinda al investigador para entender la progresion de la
enfermedad, al igual que los mecanismos con los que cuenta el tejido dafiado para recuperarse
luego de ocurrido un ACV. El empleo de modelos de isquemia cerebral en animales de
experimentacion también ha demostrado ser eficientes para reproducir la patologia en
humanos.

Se han utilizado cuatro modelos de isquemia cerebral: global completa, global incompleta,
focal y multifocal *. Los modelos de isquemia focal, han sido descritos como los mas eficientes
para reproducir las isquemias humanas y en particular el modelo de oclusidon permanente o
transitoria de la Arteria Cerebral Media (0ACM) ya que esta arteria es la que comUnmente se
ocluye en las patologias humanas .



1.3.1-FISIOPATOLOGIA

Los ACV de tipo isquémico son frecuentemente subdivididos en 6 procesos que colaboran con
el surgimiento de los signos patoldgicos y con la muerte del tejido infartado. Cada uno de estos
procesos se desencadena de forma secuencial a partir de la reduccién parcial o total del flujo
sanguineo que irriga el tejido . La falta de irrigacion arterial al tejido cerebral implica una
supresion del aporte de O,y glucosa, fuentes energéticas exclusivas en el cerebro. Debido a la
fuerte dependencia y al alto consumo de O, por parte del cerebro, esto conlleva a un fallo
energético y metabdlico del tejido con consecuencias que se extienden en numerosas
2223 |a fuerte disminucién de la concentracién de ATP en
172324 | as bombas Na*/K*, por

ejemplo, requieren del ATP para restablecer el gradiente electroquimico a través de la

afecciones en las funciones basales
el tejido afecta directamente la homeostasis idnica del tejido

membrana plasmatica perjudicando a su vez el proceso de despolarizaciéon de la membrana de
las neuronas.

Debido a que la fosforilacidon oxidativa es un pilar primordial para el metabolismo de glucosa y
la produccién de mas energia, la falta de ATP impide la ejecucién de dichos procesos. La falta
de oxigeno resulta en glucdlisis anaerdbica y acumulacién de lactato, el cual no solo es un
marcador de metabolismo anaerdbico sino que también podria actuar como un agente nocivo
para la célula causando la expansién del infarto ?. La falta de oxigeno y produccidn de energia,
ademas de interferir con el metabolismo basal del tejido nervioso afecta funciones como la
neurotransmision, las defensas antioxidantes, la integridad de la barrera hematoencefdlica
(BHE).

1.3.1.1- Excitotoxicidad

Este evento comienza en los primeros minutos desde que ocurrid la oclusidn arterial. El déficit
energético local induce despolarizaciones de las neuronas y la glia resultando en la activacion

de canales Ca** voltaje-dependientes

, lo que provoca la liberacidn descontrolada de
glutamato .

Los altos niveles extracelulares del glutamato llevan a la estimulacién sostenida de receptores
AMPA/kainato y NMDA, permitiendo la entrada de Ca®* a la célula . Lo que desencadena la
activacion de enzimas proteoliticas y otros mecanismos de degradacion del ADN o
peroxidacidon de la membrana de la neurona como son la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) o la
Fosfolipasa A (PLA2)'**2,

Por otra parte, la entrada de iones y agua a la célula provoca un aumento en la osmolaridad y
tonicidad de éstas, llevando a la formacién de edemas citotdoxicos causando un aumento de la

13,2 ;
323 Ademas, el

presion intracraneana y posiblemente afectando zonas lejanas al infarto
desequilibrio osmoético, tiene como consecuencia la muerte por necrosis, la cual estimulard

indirectamente una respuesta inflamatoria en fases posteriores de la patologia®.



1.3.1.2- Estrés oxidativo y nitrosativo

La excitotoxicidad por glutamato es uno de los factores contribuyentes al aumento del estrés
oxidativo (EO). La activacién de la nNOS (Oxido Nitrico Sintasa neuronal) y la PLA2 (entre
otras), produce un aumento de la produccion de radicales libres (RL), los cuales representan
uno de los principales factores de dafio tisular en numerosas enfermedades
neurodegenerativas % Debido a la alta tasa metabdlica del cerebro, éste es particularmente
susceptible al EO. Este ocurre cuando la produccion de RL y especies reactivas O, y de N
sobrepasan las defensas antioxidantes enddgenas, condicién denominada estrés oxidativo™>.
La falta de proteccion suficiente frente al dafo oxidativo permite a los ROS dafar estructuras
como la membrana lipidica y el ADN, generando mutaciones, a veces irreversibles % La
produccién de NO y O, permite la reaccion entre ambos radicales, dando origen al
peroxinitrito (ONOQO') el cual es altamente reactivo y capaz de reaccionar violentamente con

1423 "E| estrés oxidativo genera un circulo vicioso en donde la cadena

componentes celulares
respiratoria de la mitocondria se ve inhibida por la alta produccién de radicales, lo cual
colabora con la produccidn adicional de radicales libres de oxigeno (RLO) y de nitrégeno (RLN),

aumentando cada vez mas el dafio oxidativo a la neurona .

1.3.1.3- Apoptosis

Impulsada por el EO, la excitotoxicidad, la inflamaciéon y el dafio sobre el ADN vy las
mitocondrias, la apoptosis, una forma de muerte celular programada es el mecanismo de
muerte celular predominante en las dreas que abarcan la penumbra del infarto'”*3. El
resultado final de la apoptosis es la fragmentacion celular que resulta en la formacién de
cuerpos apoptéticos caracterizados por la aglutinacién de la cromatina y el corte del ADN

entre los nucleosomas, conocido como “DNA Laddering”ZG.

1.3.1.4-Necrosis

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es un mecanismo de muerte celular sin
autorregulacidn por parte de la célula, no es programado, es carente de eventos de
sefializacion celular  y no requiere el consumo de energia. Se cree que la célula utiliza un
mecanismo dependiente de TNF (Tumor Necrosis Factor) para determinar si morird por
necrosis 0 apoptosis >’. La severidad y el tiempo de duracién de la isquemia determinara si la
célula tendrd una muerte rdpida necrdtica por lisis o un deterioro lento y controlado
terminando en una muerte programada '°. La muerte por lisis es uno de los principales
desencadenadores de la respuesta inflamatoria por parte de la glia, al detectar componentes
celulares y/u otra sefial de dafio tisular. Esto tiene como consecuencia la formacion de un
edema por disrupcion de la BHE %,



1.3.2- INFLAMACION ISQUEMICA

La excitotoxicidad y el estrés oxidativo causado en la fase aguda de la isquemia cerebral
generan dafo a nivel tisular, provocando un estado de hiperpolarizacién y eventualmente la

muerte de las neuronas **

. Uno de los procesos claves en el deterioro neuronal previo a la
muerte, es el rompimiento de la membrana celular, lo que provoca liberacién del contenido
citosélico’.

A partir del tejido isquémico se expresan y liberan una familia de péptidos conocidos como

2 Estos péptidos de accion pleiotrépica (es decir que ejercen diversos efectos

citoquinas
dependiendo del tejido blanco) estan encargados de regular la activacién, proliferacién y
diferenciacién celular *°. En condiciones fisioldgicas su expresion en el cerebro es dificilmente
detectable y sus funciones en el Sistema Nervioso Central (SNC) son practicamente nulas, pero
una vez que ocurre el ACV su expresion aumenta de forma significativa al igual que la de sus
receptores correspondientes’®®. La interaccidn entre las citoquinas producidas y las células
residentes del cerebro provocan la activacion del tejido glial y cambios en el endotelio, lo que
da lugar a una mayor produccién de estos péptidos®’. En el cerebro son producidas
principalmente por la microglia y los astrocitos una vez que estos responden a las sefiales de
estrés®>®,

La produccién incrementada de las citoquinas implica la alteracion de la permeabilidad de Ia
BHE, un cambio en el perfil fenotipico de la glia y un importante ingreso de células del sistema
inmune desde la sangre al tejido dafiado’®**. La entrada de los leucocitos hacia el tejido es
posible gracias a la expresion de moléculas de adhesion (tales como Intercellular Adhesion

1320 junto con los neutrdfilos y monocitos,

Molecule-1, ICAM-1) por parte del endotelio
grandes volimenes de plasma ingresan al tejido aumentando la presién intracraneana y
posiblemente perjudicando regiones del cerebro no afectadas por el dafio isquémico'’?%. Las
células gliales son las que inicialmente migran hacia la zona dafiada provocando que a través

del endotelio ocurra la filtracién de leucocitos y plasma al tejido cerebral .

1.3.2.1-Citoquinas proinflamatorias

Este tipo particular de citoquinas es responsable de estimular y agravar la respuesta
inflamatoria. Existen numerosos ejemplos de citoquinas proinflamatorias, pero las mas
estudiadas son la interleucina 6 (IL-6) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a; del inglés
Tumor Necrosis Factor-alpha) *°.

e IL-6: Esta citoquina puede ser detectada en el liquido cefalorraquideo (LCR) en las primeras
horas luego de la oclusion permanente de la Arteria Cerebral Media (opACM) vy
permanecer en altos niveles durante 14 dias®. Es un potente pirdgeno inflamatorio
producido por la microglia activada, astrocitos, células endoteliales y del sistema inmune y

neuronas 32'34.



10

La produccidn de esta citoquina puede ser estimulada por la interleucina 1B (IL-1B), TNF-a
y prostaglandinas, entre otros mediadores*. En condiciones normales, su concentracion se
mantiene baja pero esta se incrementa rapidamente frente a desequilibrios fisioldgicos.

Por esto, la IL-6 ha sido descrita como un adecuado marcador de dano isquémico cerebral

34,35

tanto en el volumen como en la severidad del infarto™ . Algunos autores describen una

correlacién entre los niveles de IL-6 cuantificados en el tejido cerebral en modelos

experimentales y en el LCR con relacidon al volumen y severidad del infarto, aunque

algunos autores niegan la relevancia de dicha relacién®*>.

En las neuropatologias, la IL-6 participa estimulando la apoptosis neuronal y la filtracién de
leucocitos al tejido isquémico permitiendo la formacién de un edema cerebral '*%.
También se han reportado efectos neurotdxicas como neuroprotectoras para esta

1937 Por ejemplo, se sabe que la IL-6 es uno de los principales estimuladores de

20,28

citoquina
la produccién de IL-1ra actuando como posible regulador de la respuesta inflamatoria
De hecho, en ratones knock-out para IL-6 no se ha observado una recuperacion

considerable luego de la isquemia ***’.

TNF-a: La TNF-a ha sido blanco de controversia y estudio por varios grupos de
investigadores debido a su doble funcidn en los ACV y la neuroinflamacién en general®.
Esta citoquina altamente pleiotropica (un solo gen es responsable de efectos fenotipicos o
caracteres distintos y que no estdn relacionados) tiene numerosos papeles en homeostasis

fisiolégica, inmunidad, asi como en numerosas enfermedades neurodegenerativas®*.

Esta citoquina es producida en el cerebro por las neuronas, pero sus principales fuentes

40,41

son la microglia y los astrocitos™*". Mediante técnicas de inmunohistoquimica y citometria

de flujo se identificaron numerosos grupos de macréfagos y microglia responsables de la

produccién de TNF-a en todo el cerebro luego de la opACM****,

Una de las primeras evidencias que apuntan a esta citoquina como una responsable de la
inflamacidon isquémica es la existente correlacién entre su expresion y el déficit
neurolégico causado por el ACV ®. Estudios realizados utilizando la técnica de real-time
PCR en ratas han demostrado un aumento pronunciado en el hemisferio ipsilateral al
infarto 3 horas luego de la isquemia y mantenido hasta 24 horas después de ésta®.
Algunos autores afirman que la expresidn y liberacién de dicha citoquina se debe a su
liberacién de tipo bifasica a las 3 y 24 horas *°. Este aumento se vio acompafiado por
cambios en la expresion de IL-6, IL-13, moléculas de adhesidn al endotelio, infiltracidon de
células inflamatorias y expresion del factor de transcripcion NF-kB (del inglés nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells.)

También se ha evidenciado que esta citoquina es capaz de inducir la activacion vy
proliferacién de la microglia al igual que su actividad fagocitica **. Esta accidn autocrina se
debe a que la misma microglia que produce TNF-o presenta receptores para ella®. Sin
embargo, se ha hecho especial énfasis en el estudio de dos receptores especificos debido a
la capacidad del TNF de wunirse a ellos: el TNFR1 y el TNFR2 (p55 y p75

27,44

respectivamente)””"". A pesar de presentar dominios de unidn para el mismo ligando (el



TNF-a), estos receptores han sido asociados con distintos efectos celulares tras su
activacion. Esto se debe a que sus dominios intracelulares casi no presentan homologias
entre los dos receptores, lo que permite la unidon de distintas moléculas de sefalizacidon

intracelular, y por ende, el desencadenamiento de diferentes procesos a nivel celular **.

EI TNFR1 (o p55) es generalmente relacionado con la modulacién de vias apoptoticas por la
presencia de varios sitios de unién para el dominio de muerte asociado a TNFR (TRADD, del
inglés TNFR-associated death Domain) el cual no se encuentra presente en TNFR2. Por este
motivo, se le llama a la cola citoplasmatica del p55, dominio de muerte (DD, del inglés

2747 considerando estos descubrimientos, se ha asociado a la activacién de

Death Domain)
p55 como un activador de las vias apoptdticas y, por lo tanto, un contribuyente de la
neurotoxicidad presente en el caso de la isquemia cerebral y en las patologias

2748 |a unidén de TNF-a a p55 estimula la activacién del factor de

neurodegenerativas
transcripciéon NF-kB, el cual dependiendo del contexto tisular, puede desencadenar
procesos apoptéticos o de supervivencia celular®?°. Botchinka y cols. (1997) lograron
evidenciar en estudios in vitro utilizando técnicas de inmunohistoquimica y marcadores
apoptéticos, una correlacion entre células positivas para TUNEL y expresion de p55. Por su
parte, el receptor TNFR-2 o p75 ha sido vinculado a actividades de sobrevivencia y
proliferacién celular, generalmente inhibiendo las vias apoptdticas por activacion del
factor NF-kB*"*. Es gracias a esta caracteristica en comun con p55 que las consecuencias
celulares de la unién de TNF-a a sus receptores contindan en discusion. Se ha demostrado
que dicho receptor expresado tanto en células endoteliales y microglia, actia como
promotor de la proliferacién celular y como control de la respuesta inmune frente al dafo
tisular. Estudios con animales knock-out para p75 o su neutralizacién con anticuerpos anti-
p75 presentaron casos en los que el tamafio del infarto se presentd en un tamafio mayor

con respecto a aquellos animales que expresaban dicho receptor ***.

Si bien ambos receptores, tras su activacion, estimulan la actividad citotéxica o
neuroprotectora del factor NF-kB, no es posible afirmar con certeza qué factores en
particular condicionan al TNF-a a ejercer efectos favorables o perjudiciales para el tejido
isquémico *. Por el momento solo es posible considerar una combinacién de las
condiciones bajo las cuales se encuentra el tejido luego del ACV: expresién celular
especifica, tiempo transcurrido desde ocurrido el ACV, concentracion del ligando e
interacciones posibles entre las dos vias de sefializacién *. Este ha sido el motivo por el
que terapias que propusieron a agentes proinflamatorios como blanco para disminuir el
dafio causado por la inflamacidn han obtenido resultados negativos respecto a la
recuperacién del animal luego de la o)ACM™.

Las funciones neuroprotectoras del TNF-a se evidenciaron en estudios realizados con animales
knock-out para TNF-a y sus receptores donde se evidencié un aumento del EO en el cerebro

2732 De dichos resultados podria

isquémico y una supresién en la activacién de la microglia
inferirse el rol neuroprotector de dicha citoquina y su participacion en mecanismos de
reparacion del tejido y eliminacidon de desechos celulares, procesos de los cuales depende la

mejoria del animal luego del ACV.
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Los estudios realizados en cuanto al TNF-a y a su doble rol en la isquemia cerebral contindan
dificultando el éxito de las terapias antiinflamatorias para aminorar los dafios causados por un
ACV, lo que impulsa a continuar en la budsqueda de terapias alternativas o capaces de modular
los mecanismos celulares que producen el dafio al tejido nervioso

Fallo energético Despolarizaciones

peri-infarticas
4 A

Despolarizacion

Lisis celular y

Liberacion formacion de

de Ca* edema

glutamato l e Dafio mitocondrial
Activacion
enzimética

v/ Apoptos1s
Radlcales I| res

Degradacién Dafio aI ADN
de membrana_j

Mediadores
inflamatorios

Activacion de la Filtracidn de
microglia leucocitos

Fig. 2. Esquema simplificado de los mecanismos fisiopatoldgicos en la isquemia focal del cerebro. El fallo energético
provoca la despolarizacidn de las neuronas. La activacion de receptores de glutamato (Glu) aumenta drasticamente
la concentracién intracelular de Ca®*, Na* mientras que el K* es liberado al espacio extracelular. La difusion de Glu y
K" por el espacio extracelular propagan una serie de ondas despolarizantes (despolarizaciones peri-infarticas). El
agua es transportada al interior celular, causando un aumento osmético y la formacién de un edema. El Ca”" actua
como segundo mensajero activando proteasas, lipasas y endonucleasas. Radicales libres y éxido nitrico (NO) son
generados causando dafios en la mitocondria y en el ADN, desencadenando la activacién de vias apoptéticas.
Mediadores inflamatorios son producidos y liberados para activar la microglia y leucocitos provenientes del
torrente sanguineo. Modificado de Kunz y cols. 2010.

1.4-TERAPIAS NEUROPROTECTORAS

Las terapias neuroprotectoras consisten en tratamientos capaces de interrumpir la cascada
patoldgica que da lugar a la muerte del tejido isquémico y asi, el avance de la isquemia
cerebral. En el caso particular de esta patologia, existen moléculas descritas como agentes
capaces de reducir el dafio isquémico especificamente en la penumbra del infarto, donde el



2533 Al estar identificados

tejido tiene la posibilidad de ser rescatado del fallo energético
numerosos factores responsables del dafio isquémico en el tejido, se han probado una
importante cantidad de neuroprotectores, entre los que se incluyen: antioxidantes y
scavengers de radicales libres, bloqueadores de canales de Ca®*, antagonistas de receptores
AMPA y NMDA, inhibidores de la NOS, agentes antiinflamatorios y antiapoptéticos, vy
2533 A pesar de los prometedores resultados obtenidos en

modelos animales de isquemia focal y global, los estudios clinicos para las terapias

bloqueadores de canales de Na*y K

neuroprotectoras no fueron tan exitosos en el tratamiento de la patologia >*. Se cree que esto
se debe a diferencias entre los animales utilizados y los pacientes afectados por un infarto
isquémico (por ejemplo: metabolismo energético, variaciones en la dieta, posibles
tratamientos anteriores con fdrmacos, etc). Otro posible motivo podria deberse a las
caracteristicas farmacoldgicas de los neuroprotectores como la biodisponibilidad, dosis
insuficiente y/o corta duracién del tratamiento >*.

1.5-POTENCIAL PROTECTOR DE Achyrocline satureioides

En paises latinoamericanos como Argentina, Uruguay, Paraguay y Brasil, numerosas plantas
con una importante capacidad antioxidante son consumidas ampliamente en las poblaciones

de los paises previamente mencionados. Dentro de la enorme cantidad de plantas consumidas

1155,56. S

se destaca Achyrocline satureioides (As) mds cominmente conocida como “marcela us

decocciones e infusiones han demostrado ser muy eficientes para aliviar trastornos
gastrointestinales debido a sus propiedades antiespasmaédicas y vasodilatadoras, ademads de su

efecto sedante®™°

. Numerosos estudios han revelado la importante capacidad antioxidante y
%% Otros efectos terapéuticos atribuibles a As fueron

observados, como pueden ser las propiedades citoprotectoras frente al daifo oxidativo y
61-63

de “scavenging” de radicales libres

También ha sido ampliamente descritas sus propiedades
64,65

fotoprotectoras
antiinflamatorias e inmunomodulatorias

Se ha demostrado también la ausencia de efectos toxicos de un extracto acuoso de As en una
dosis maxima de aproximadamente 5 g/Kg ®®. Se cree que los efectos beneficiosos de las
infusiones y extractos de As se deben a su alto contenido en flavonoides entre los que se
encuentran la quercetina, luteolina y la 3-o-metilquercetina como los predominantes en la

%62 i bien no se encuentra descrita en la bibliografia la utilizacion de As en forma de

planta
decoccion para el tratamiento de neuropatologias, ésta promete ser efectiva para reducir el
dafio isquémico considerando al estrés oxidativo y a la inflamacién como los principales

mecanismos de dafio al tejido nervioso.

1.6-FLAVONOIDES COMO AGENTES NEUROPROTECTORES

Como se menciond anteriormente, As ha sido una planta estudiada debido a sus notorias
propiedades antioxidantes e antiinflamatorias. Estas propiedades se le han atribuido a su alto
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61,63

contenido en flavonoides . Los flavonoides, pertenecientes a la familia de polifenoles que

dan olor, color y sabor a las plantas, son productos secundarios ubicuos de las plantas®”. El
interés por estos componentes surgid de la conocida “paradoja francesa”, observada en
estudios epidemiolégicos del Mediterraneo, donde se correlacionaron dietas ricas en
flavonoides con una alta longevidad y una baja incidencia de enfermedades cardiovasculares a
pesar del alto consumo de grasas en estas poblaciones® .

Muchas de las propiedades descritas para los flavonoides han sido atribuidas a su estructura
qguimica. La estructura general de los flavonoides consiste en dos anillos bencénicos a ambos

7172 E| alto nimero de combinaciones de

lados de un anillo de tres &tomos de carbono (fig. 3)
sustituciones posibles incluyen la metilacidn, hidroxilacion, hidroxilacion y acetilaciéon entre
otras. Es el numero y la ubicacion de los grupos hidroxilo la que determina el poder

antioxidante de los flavonoides.

Figura 3: Estructura quimica de los flavonoides

Existen varias clasificaciones para los flavonoides, pero la mas utilizada separa a los
flavonoides en distintas subclases dependiendo del estado de oxidacion del anillo heterociclico
(anillo C) y de la posicién del anillo B. Cada familia abarca una gran variedad de compuestos
que difieren en el nimero, tipo y posicion de los grupos funcionales que contienen. Los
posibles grupos funcionales pueden ser grupos metilo, azlcares, acidos organicos, etc. Las
subclases mas estudiadas y mencionadas son: los flavonoles (e.g. la quercetina), las flavonas
(luteolina y apigenina), las flavanonas (naringenina y hesperetina), las isoflavonas (genisteina),
las antocianidinas (cianidina) y los flavanoles (catequinas) .

Se ha demostrado que, debido a su estructura, los flavonoides ejercen efectos en cascadas de
sefializacion celular, modificando la localizacién de ciertos factores de transcripcion y
generando asi respuestas globales en la célula independientemente de su capacidad
antioxidante. El efecto de los flavonoides dependera de la medida en la que se asocian con la
célula, ya sea por interacciones con la membrana plasmatica o por entrada al citosol ". Es
sabido también que un tipico blanco intracelular de los flavonoides son las MAPK (Mitogen-

778 Esto posiblemente se deba a la capacidad de los flavonoides de

74,77

Activated Protein Kinases)

interactuar con sitios de unién de ATP a las quinasas . A través de esta interaccidn es que



los flavonoides son capaces de controlar, entre otros procesos celulares, los mecanismos
inflamatorios modulando la produccidon de citoquinas proinflamatorias. Asi la quercetina,
indirectamente, ejerce también efectos antioxidantes al inhibir la producciéon de radicales

72,75

libres . Se ha visto también que la quercetina es capaz de inhibir la apoptosis neuronal

posiblemente actuando sobre la microglia ”°.

Ademas de su ya conocida capacidad antioxidante y scavenging de radicales libres, se sabe que
los flavonoides son fuertes inmunomoduladores®”. Por ejemplo, se ha descrito que la
quercetina ademds de inhibir la produccion de citoquinas es capaz de inhibir la expresién de
interferén y (IFN-y) y la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas . La luteolina, uno de los
flavonoides presentes en As ha sido reportada como un posible inhibidor de la expresion de
COX-2 y la IL-6. En un modelo de isquemia cerebral focal en ratas, la luteolina fue capaz de
reducir el volumen del infarto, la formacién de un edema cerebral y la activacién de vias
responsables del inicio de la respuesta proinflamatoria en las primeras etapas de la isquemia.

La participacidon de la quercetina y otros flavonoides contenidos en As ha permitido describir a
los flavonoides como moléculas capaces de influir sobre distintas funciones celulares y
mecanismos patoldgicos, ya sea por su capacidad antioxidante o la influencia de estos en vias
de sefalizacién celulares que determinan el futuro de la célula. Esta interacciéon de los
flavonoides con las cascadas intracelulares puede regular la produccién de factores
proinflamatorios y/o estimular las defensas antioxidantes de la célula para combatir con el
estrés oxidativo presente en la isquemia cerebral’®’. Gracias a estas capacidades, los
flavonoides han sido descritos en la literatura cientifica como recurrentes agentes
neuroprotectores frente a varias enfermedades neurodegenerativas, donde el estrés oxidativo
y la inflamacién son procesos que agravan el dafio y colaboran con la degeneracién progresiva
del tejido ¥®

reparacion y asi permitir la recuperacion rdpida de funciones como la memoria, aprendizaje, y
83,84

. Ya se ha demostrado la capacidad de estos de proteger el tejido, favorecer su

funciones motoras

1.7-CONSIDERACIONES METODOLOGICAS PARA EL PRESENTE ESTUDIO: estudio de la
expresion génica por Real-Time PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (en inglés: Polymerase Chain Reaction; PCR) ha sido
una de las herramientas mas utilizadas en Biologia Molecular para la deteccién de mutaciones,
amplificacién de secuencias de ADN o ARN, y genomas. Desde su invencién en 1983 ®, dicha
técnica ha pasado por modificaciones y/o perfeccionamientos que han permitidos hacerla Gtil
no solo para la deteccidn de secuencias especificas dentro de un genoma, sino también para su
cuantificacion. Esta ultima capacidad fue innovada por la PCR real-time, desarrollada por
Higuchi en 1992, en la cual la secuencia amplificada es detectada debido a cambios en la

fluorescencia proporcionales a la cantidad del producto generado %

. En el caso particular de
los modelos de isquemia cerebral en ratas, el estudio de los cambios en el perfil de expresidon
en el tejido isquémico ha probado ser una util herramienta para comprender los procesos

fisiologicos y patoldgicos que impulsan dicha condicién ¥,
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1.7.1-Bases de la PCR real time

1.7.1.1- Amplificacion por PCR:

Para realizar la PCR es necesario un ADN molde, los 4 desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTP),
los dos cebadores que flanquearan la secuencia a amplificar, una polimerasa termoestable
(Taq polimerasa) y magnesio (cofactor de la polimerasa). La reaccion consiste en un ciclado de
temperaturas para: la desnaturalizacién de la doble hebra de ADN, la hibridaciéon de los
primers al molde de ADN (paso comunmente conocido como annealing) y para la actividad
éptima de la polimerasa (fig. 4)%.

= =%

T Denaturation

Elongation
72

60

50
Annealing

30

Time

Fig. 4. Ciclado de temperaturas de la PCR: la temperatura se incrementa a 95°C para la desnaturalizacién
del ADN. La temperatura disminuye para permitir el annealing de los primers. La temperatura es llevada a
72°C para permitir la elongacion de los primers por accion de la ADN polimerasa.

La temperatura necesaria para la desnaturalizacion completa de la hebra de ADN (temperatura
de melting) depende de su longitud y en gran medida de su secuencia, mientras que la
temperatura para el annealing depende de los primers pero por lo general se encuentra pocos
grados por debajo de la temperatura de melting, suficiente para la formacién de un complejo
estable entre el primer y la plantilla de ADN. Existen varios software disponibles para el disefo
y estimacion de la temperatura de annealing de éstos.

1.7.1.2-Monitoreo en tiempo real

Los reporteros fluorescentes son exclusivamente utilizados en las PCR en tiempo real como
métodos de deteccion. La fluorescencia de los colorantes aumenta con la cantidad de ADN
doble hebra generado. Debido a la proporciéon de unién colorante:ADN, el aumento de la
fluorescencia no es proporcional a la cantidad de ADN generado en la reaccién. Dado que es
posible la formaciéon de dimeros entre los cebadores, los cuales pueden interferir con la
formacién de productos de reaccion, es importante controlar la formacion de éstos. Para esto
existen las curvas de melting que nos permiten confirmar la presencia de dimeros y algun
potencial contaminante ®. Debido a que los dimeros presentan una menor longitud que el
ADN de interés, estos presentan una temperatura de melting (T.,) menor que la del producto
deseado. Por esto, la presencia de dimeros en la muestra es facilmente revelable * (fig. 5).
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Fig. 5. Ejemplo de curva de melting. La grafica muestra la primera derivada de la fluorescencia en funcién de la
temperatura (° C). La presencia de un solo pico nos demuestra que no hubo formaciéon de dimeros y que los
productos de reaccién son iguales.

Existen dos tipos de marcadores: i) fluoréforos especificos vy ii) fluoréforos inespecificos (como
el intercalante SYBR Green 1)**%, Los primeros fluorescen al reconocer la secuencia especifica,
mientras que los reporteros inespecificos son capaces de fluorecer tan solo con unirse al
producto de la PCR. El SYBR Green | es un ejemplo por excelencia de éstos ultimos (fig. 6)%"%°.
Su principal desventaja es su inespecificidad, permitiéndole al reportero unirse tanto a
dimeros de cebadores, como a productos especificos e inespecificos de PCR. Como se
mencioné anteriormente, las curvas de melting nos permiten detectar la presencia de
productos inespecificos y/o dimeros de cebadores .

YR ® @] ® Fig. 6. Colorantes de union al ADN (SYBR Green ).
E Green | @ ® (A) El colorante en solucién no emite fluorescencia.
9) (B) Apenas el SYBR Green se une a la hebra de ADN,

emite luz fluorescente.

Colorante fluorescente

Como ya se menciono anteriormente, la diferencia entre la PCR convencional y la real-time
PCR, esta en que esta Ultima nos permite obtener resultados no solo cualitativos sino también
cuantitativos. Mientras la reaccidn transcurre, el software que utiliza el termociclador genera
una curva de intensidad de fluorescencia en funcién del nimero de ciclos de amplificacion. Se
obtiene la siguiente grafica:

17
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El cambio en la fluorescencia refleja la cantidad de producto formado en la reaccidon ®. Al
comienzo de la reaccidn los niveles de fluorescencia son poco apreciables pero con el paso del
tiempo, ésta aumenta de forma exponencial hasta el punto de saturacién. Esta ultima etapa se
debe a que algun reactivo necesario llegé a niveles insuficientes para continuar con la reaccién
(e.g. ANTPs, reportero, cebadores, etc). La diferencia entre el contenido de material bioldgico
en la muestra es cuantificada comparando el nimero de ciclos que requieren las curvas de
respuesta de la muestra para alcanzar el umbral de absorbancia preestablecido. Al nimero de

88 Mientras mas

ciclos necesarios para alcanzar dicho umbral se le conoce como valor Ct
ADNCc exista en la muestra, menor serd el valor Ct. El umbral puede ser establecido por el
software del equipo a través de una serie de algoritmos o bien puede ser programado de
forma manual por el usuario. Si bien la selecciéon del umbral no afecta las diferencias entre los
distintos Ct, si afecta los valores individuales de cada muestra ®. Por este motivo, no se debe
comparar valores Ct de distintos experimentos, dado que las distintas condiciones de los

experimentos pueden afectarlo.

1.7.2-Etapas previas a la PCR

Antes de poder realizar el experimento de PCR en tiempo real, el ARN extraido de las muestras
debe ser transcripto a ADNc por transcripcidon reversa (RT). Esta etapa es crucial para la
exactitud de la cuantificacion dado que las cantidades de ADNc obtenidas deben reflejar con
fidelidad las cantidades de ARNm #>®’. La reaccién puede darse en ausencia o en presencia de
primers (siendo ésta uUltima mas eficiente). Existen tres estrategias posibles para usar primers:
oligo(dT) primers, primers de secuencias aleatorias y primers especificos para un gen particular
8 Los primeros se hibridan con la cola poliadenilada en el extremo 3’ del ARNm eucariota y
van a realizar la retrotranscripcién de éste en su totalidad. Esto puede resultar desventajoso
para estudios de expresion génica dado que la transcripcidon puede no alcanzar la secuencia de
interés en caso de que el ARNm haya sido degradado. Los primers de secuencia aleatoria
consisten en oligdmeros de seis o nueve nucleédtidos de todas las secuencias posibles. Se
producen a partir de sintesis de secuencias al azar dando lugar a todas las secuencias posibles.
Estos primers daran origen a multiples transcriptos y el rendimiento de la reaccion dependera



de las estructuras secundarias y terciarias que presente el ARNm. La tercera posibilidad es
utilizar primers especificos de secuencias. Este tipo de primers se usa cuando se pretende
estudiar un nimero limitado de ARNm. Al ser tan dependiente de la secuencia, la unién o el
annealing de los primers se veran afectada por la presencia de estructuras secundarias y/o la
presencia de proteinas de unidon al ARN. Por esto, a altas temperaturas los primers tienen mas
acceso a sus secuencias blanco.

Las reacciones de retrotranscriptasa y las de real-time PCR pueden combinarse en una sola
reaccién RT-PCR. Esta es una forma de reducir las posibilidades de contaminacién cruzada
entre una reaccién y otra. La diferencia entre hacerlo en una sola reacciéon o en dos es la
sensibilidad, siendo menor en el primer caso o

Existen varias retrotranscriptasas disponibles en el mercado. Las principales diferencias entre
ellas son su tamafio y su temperatura éptima. Para evitar obtener resultados erréneos debido
a contaminacién de la muestra con ADN, es recomendable previo a la RT-PCR, realizar un
tratamiento con DNasa 1°°. Para evitar la degradacidn de la muestra por RNasa residuales, es
aconsejable realizar el tratamiento solamente sobre la muestra a analizar y no sobre el stock.

o] Aislamiento
del ADN
h
Nuestreo I{c::;l.]i{mc Aﬂi::: de
]
p| Aislamiento p| Tratamiento Transcripeion
del ARV con DNasza r2versa
- Tipo de mussta - Rendimisnto de extraccion Rendimiento de| | -Tipe de reporiero | | -Mfuestras de referencia
(células, tejido, etc) Pureza, integridad y estabilidad | [laRT Configoracién de la | | -Normalizacién
Método de coleccitn | | 4e) ADN/ARN plataforma (fuente | | -Eficiencia de la PCR.
- Procesamiento de Eficiencia de la DNasa de iz, deteccion)
musstra v
almacenamiento

Fig. 7. Esquema de analisis para ADN o ARN de muestras bioldgicas. Los recuadros inferiores
especifican etapas donde se puede generar variacion.

1.7.3-Cuantificacion de la expresion génica

1.7.3.1-Cuantificacion absoluta de la expresidon génica

La cuantificacion absoluta utiliza una serie de estdndares diluidos en concentraciones
conocidas para generar una curva estandar (fig. 8). Esta curva produce una relacién lineal
entre los Ct y las cantidades de ARN o ADNc permitiendo determinar la concentracién de las
muestras a partir de sus valores Ct ®. Este método asume iguales eficiencias de amplificacion
para todas las muestras y estandares utilizados. Estos estandares suelen ser ADN doble o
simple hebra o un fragmento de ARNc conteniendo la secuencia de interés.

19



20

Fig. 8. Curva estandar para PCR en tiempo
real. Se muestran las curvas en escala
logaritmica para 5 estandares. Los puntos
donde las curvas cruzan el umbral
corresponden a los valores Ct de cada
estandar. En el recuadro los valores Ct son
trazados vs. el logaritmo del numero
inicial de productos de amplificaciéon en

Fluorescencia

las muestras estandar.

- - . - : v
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1.7.3.2-Cuantificacion relativa de la expresion génica

La comparacién de muestras requiere la normalizacidon para compensar las diferencias en la
cantidad de material bioldgico que hay en las muestras a estudiar. Para realizar esto, es muy
frecuente la normalizacién utilizando ARN total, ribosémico o genes de referencia ®°. Estos
genes también conocidos como genes housekeeping (normalmente de expresidn constitutiva)
son frecuentemente utilizados como controles para la normalizacidn. Los mas utilizados son la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la B-actina®®. Dichos genes deben ser
seleccionados de acuerdo al tipo de tratamiento que reciba el tejido o células, por este motivo

no existe ningln gen housekeeping universal aceptado hasta el momento . Existen
disponibles en internet bases de datos de donde uno puede seleccionar su gen de referencia

mas adecuado para el analisis ®.

Para el analisis relativo de la expresién de uno o varios genes, es necesario comparar la
expresion de nuestro gen de interés (supuestamente afectado por el tratamiento) y el gen de
referencia (de expresion constante). Asumiendo iguales eficiencias de la PCR para las dos
muestras (A y B), los resultados se obtienen a través de la siguiente ecuacién:

Sample 1 (1 + Eg)" ™7™
Sample 2 - (1+Ey)

CTy —CTys

Si se asume una eficiencia del 100%, entonces la ecuacidn se simplifica a:

Sample 1 . 2CTe—CTe

— — (CTe—CTg2)—{CTA 1~ CTa2) _ HAACT
ZC'Tm—C'T:\:

Sample 2



1.8-HIPOTESIS DE TRABAJO
Considerando las propiedades antiinflamatorias (y su potencial neuroprotector) ya descritas

para la decoccidn de As y los flavonoides contenidos en ella, proponemos que:

Un pre-tratamiento con una decoccion de As durante 21 dias podria reducir las deficiencias
motoras causadas por la isquemia focal permanente en ratas; en parte modulando la
expresién de citoquinas pro-inflamatorias en el tejido cerebral isquémico.

1.9-OBJETIVOS

1.9.1-Objetivo general:

Estudiar la influencia del pretratamiento con decocciéon de As 2% durante 21 dias sobre las
deficiencias motoras y la expresidn de citoquinas proinflamatorias en un modelo de isquemia
permanente en ratas.

1.9.2-Objetivos especificos:

e Cuantificar mediante un test comportamental, los beneficios del pre-tratamiento con
la decoccidn sobre las deficiencias motoras causadas por la isquemia cerebral en las
ratas sometidas a la oclusién permanente de la Arteria Cerebral Media (opACM)
durante 24 horas.

e Evaluar la influencia del pre-tratamiento con la decoccién durante 21 dias sobre la
expresion de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 en la corteza parietal y
estriado ipsilateral de animales controles e isquémicos y mediante la técnica de gRT-
PCR.

2-MATERIALES Y METODOS

2.1-MATERIAL BIOLOGICO
Las flores de As se obtuvieron del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), estacion

“Las Brujas”, Canelones, Uruguay. La especie fue identificada taxondmicamente por el
Ingeniero Agrénomo P. Davies. Un voucher de As se mantiene en Facultad de Agronomia de la
Universidad de la Republica (UdelaR), Montevideo, Uruguay (MVFA 32796).
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2.2-PREPARACION DE LA DECOCCION DE As
Se afiadieron 2 gramos de flores de As en 100 mL de agua hirviendo en una decoccién durante

30 minutos. Luego se dejé reposar durante 3 horas a temperatura ambiente y las flores fueron
exprimidas y retiradas de la decoccion.

2.3-ANIMALES Y PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Los experimentos fueron realizados utilizando ratas Sprague-Dawley de entre 280 y 350

gramos y fueron agrupados en un ambiente con temperatura controlada (22+3°C) bajo un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los experimentos y procedimientos realizados fueron
aprobados por el Comité de Bioética del Instituto Clemente Estable.

Para los estudios de comportamiento motor y expresion de citoquinas, los animales fueron
separados en 4 grupos experimentales:

e Sham: sometidos a todos los procedimientos previos sin la opACM vy tratados durante
todo el estudio con agua corriente (n=5)

e Isquémico: sometidos a opACM durante 24 horas (n=9)

e As + Isquémico (As+lsq): pretratado durante 21 dias con decoccidon de As al 2% vy
posteriormente sometidos a opACM por 24 horas (n=12)

e As: tratado durante 21 dias solamente con decoccidn de As al 2% (n=4)

Para controlar la influencia del tratamiento oral con As sobre el metabolismo general de los
animales de experimentacion, el peso fue controlado semanalmente y la ingesta de alimento y
agua (en caso de los controles) 0 decoccion fueron controlados diariamente.

2.4-OCLUSION PERMANENTE DE LA ARTERIA CEREBRAL MEDIA
La opACM fue inducida utilizando el método de introduccién de un filamento intraluminal®.
Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina y Xylasina, se realizé una

incision media en el cuello de los animales y se expusieron la arteria carétida comun (ACC), la
arteria caroétida externa (ACE) y la arteria carétida interna (ACl) del lado izquierdo. La ACE fue
ligada en dos secciones y la parte central cauterizada, al igual que la arteria occipital. Se ligd la
ACCy la pterigopalatina (APP) y posteriormente se realizd una pequefia incisién en la ACCy se
insertd un filamento de 19 mm de longitud de un hilo de sutura de nylon, deslizdndolo por la
ACl hasta ocluir el origen de la ACM (fig. 9). La herida fue suturada y los animales fueron
devueltos a sus jaulas, donde permanecieron por 24 horas hasta el desarrollo del test motor y
el posterior sacrificio de las ratas con el propdsito de estudiar las citoquina cerebrales
propuestas.



Fig. 9. Esquema de la opACM con un
filamento de nylon (negro). Arteria
cerebral anterior (ACA), arteria
cerebral media (ACM), arteria
cerebral posterior (ACP), arteria
carétida interna (ACl), arteria cardtida
externa (ACE), arteria cardtida comun
(ACC).

Zuo y cols. (2012)

2.5-TEST DE COMPORTAMIENTO MOTOR

Este test se realizd 24 horas después de la opACM y consiste en pruebas motoras que implican
la activacion de areas del cerebro vinculadas en el control motor, equilibrio y coordinacion.
Este test neuroldgico esta descrito por Menzies y cols. (Menzies et al. 1992). Un sistema de
puntaje entre 0 y 4 es utilizado para evaluar el nivel de afeccidn de la isquemia cerebral en las
ratas. Los puntos son atribuidos de acuerdo a cémo las ratas realizan las pruebas, las cuales se
encuentran descritas en la siguiente tabla y figura:

Puntuacion Evaluacién Figura
0 Sin deficiencias observables A
1 Flexion del miembro anterior contralateral B

Reduccidn de la fuerza de agarre del
2 miembro anterior contralateral cuando se C
tiraalaratade lacola
Movimientos circulares espontaneos hacia
3 el lado contralateral ala lesién cuando se
aplicaba un leve tiron de la cola D
4 Movimiento circular espontaneo
contralateral

Tomado de Menzies et al. 1992

2.6-DISECCION DE TEJIDOS

Veinticuatro horas después de la opACM y una vez realizado el test motor, los animales fueron

sacrificados mediante una anestesia con uretano (1,2 g/mL) + perfusion por via transcardiaca

con 200 mL de NaCl al 0,9% para remover la sangre del cerebro. Estos fueron extraidos y la
corteza parietal y estriado ipsilaterales al infarto fueron conservados en TRIzol a -80°C hasta la
extraccion de ARN.
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2.7-qgRT-PCR PARA CITOQUINAS

2.7.1-Extraccion de ARN
La extraccion de ARNm se realizd siguiendo las indicaciones del fabricante de TRIzol®

(Invitrogen). Los tejidos fueron descongelados y homogeinizados utilizando un “ultraturrax”
Tissue-Ruptor (QIAGEN). Los tejidos se homogeinizaron y se los dejé reposar a temperatura
ambiente (TA) durante 5 minutos. Luego se centrifugaron los tubos a 12000 g durante 10
minutos a 4 °C. Posteriormente se tomaron 500 uL del sobrenadante, se le agregd 100 plL de
cloroformo (CHCIl;) para la separacion de fases y se mezcld por inversion suave hasta alcanzar
la “monofase”. Estos tubos fueron centrifugados a 12000 g a 4°C por 15 minutos. Luego se
recolectd la fase acuosa (superior), se le agregd 250 uL de isopropanol y se dejo reposar 10
minutos a TA para luego centrifugar bajo las condiciones anteriores. El sobrenadante se
descarté y el pellet se lavé con 500 pL EtOH 70%. Se centrifugd nuevamente a 7500 g a 4°C por
5 minutos y el sobrenadante se descartd. El EtOH restante se secé durante 30 minutos y el
pellet ya seco se resuspendié en 30 pL de H,0 milliQ autoclavada. Luego se calentaron los
tubos a 55°C durante 10 minutos y se homogeinizaron los tubos de forma manual y
posteriormente se colocaron en hielo durante 5 minutos. Hecho esto, los tubos fueron
almacenados a -80°C hasta su uso. La concentracion del ARN extraido se determind mediante
el uso de un NanoDrop en base a la relacidn A,=1 correspondiente a 40 pg/mL de ARN simple
hebra. Para analizar si el ARN se encontraba contaminado por proteinas se calculd la relacion
Aseo/Asso.

2.7.2-Tratamiento con DNasa

El ADN potencialmente contaminante de la muestra fue eliminado previo a la transcripcién
reversa mediante un tratamiento con DNasa | (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. EI ARN se incubd con 1,0 pL de buffer 10x y 0,4 pL de DNasa | y H,0. La mezcla se
incubé durante 15 minutos a TA. Luego se inactivd la DNasa con 1,0 uL de EDTA (2,5 mM) y
calentamiento a 65°C por 10 minutos.

2.7.3-Retrotranscriptasa

La sintesis del ADNc se llevé a cabo por utilizacion de una transcriptasa reversa M-MLV
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Junto con 1 pug de ARN se incubaron
1,0 uL de dNTPs (Invitrogen), 1,0 uL de RNAsaOUT (Invitrogen), Random primers (1,0 uL;
Invitrogen), 2,0 uL de DTT (Invitrogen), 4,0 uL de buffer 5x y 1,0 uL de la retrotranscriptasa M-
MLV (Invitrogen) llegando a un volumen final de 20 pL. La mezcla se incubé durante 15
minutos a 25°C para las desnaturalizaciéon de estructuras secundarias; 50 minutos a 37°C
(temperatura éptima de la enzima); y 15 minutos a 70°C para desnaturalizar la RTasa. El ADNc
obtenido se diluyé a un volumen final de 80 uL en H,0 libre de nucleasas y fue almacenado a
-20°C.



2.7.4-Primers

Las secuencias de los primers especificos para la amplificacién del ADNc correspondiente a los
ARNm de las citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-6) se muestran en la siguiente tabla. Se utilizd la
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) de expresion constitutiva como gen de
referencia.

Tabla 1. Secuencias de los primers especificos para el gen housekeeping y las citoquinas.

Primer Fw (5'-->3') Primer Rv (5'-->3")
GAPDH TGTGAAGCTCATTTCCTGGTATGA CTCTCTTGCTCTCAGTATCCTTGCT
IL-6 GCCCTTCAGGAACAGCTATGA TGTCAACAACATCAGTCCCAAGA
TNF-a CGGGCTCAGAATTTCCAACA CCGCAATCCAGGCCACTA

2.7.5-PCR

Se realizaron las PCR cuantitativas en tiempo real (qPCR) utilizando un kit QuantiTech SYBR
Green (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada tubo se colocaron 5,0 uL de
QuantiTech SYBR Green PCR kit (Qiagen) y 2,0 uL de ADNc previamente diluido %, junto a 0,9
puL de cada primer especifico. Las qPCR se realizaron en un Roto-Gene 6000 (Corbett Life
Science) (fig. 10). La temperatura se llevé a 95°C durante 15 minutos para la desnaturalizacion
de las muestras y luego se aplicaron 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. El
ADNCc correspondiente al GAPDH se utilizd como gen housekeeping. Las cantidades relativas de
ARNm se calcularon utilizando el método de 2%, siendo Ct el ciclo en el que la absorbancia
de la muestra supera el umbral predeterminado. El fold-increase de las muestras fue calculado

respecto al grupo sham.

Fig. 10. Termociclador Rotor-Gene Corbett.

2.8-ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados cualitativos relacionados al desempefio neurolédgico de los animales luego de

los diferentes tratamientos se analizaron mediante prueba de x’. Para los estudios de
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expresion de citoquinas, los resultados fueron analizados utilizando un test no paramétrico
Mann-Whitney con significancia estadistica aceptada para p<0,05.

3-RESULTADOS

3.1- Test comportamental

Previo a la opACM, todos los grupos experimentales presentaron una puntuacién equivalente
a 0, reflejando ausencia de afecciones previas al procedimiento quirurgico. Veinticuatro horas
después y previo al sacrificio, los animales sometidos a la opACM demostraron notorias
deficiencias motoras y dificultades en realizar las distintas pruebas que implica el test. Los
animales pretratados con decoccién durante 21 dias mostraron mejoras significativas en las
funciones motoras pero aun exhibiendo afecciones minimas respecto al grupo sometido a
opACM sin pretratamiento. Por otro lado es importante destacar que no existieron diferencias
significativas entre los resultados correspondientes al grupo Sham y al solo tratado con As (fig.

11).

Desempeio neuroldgico luego de los tratamientos

304
* 1 Control
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S [———— - ISq
Q
°
%10-

0

T I
Leve y moderado Severo

Fig. 11. El test motor se realizd 24 horas después de la opACM. Grupos Sham (n=5), Isquemia
(n=9), pre-tratado con As durante 21 dias (n=4) y opACM (As+Isq) (n=12) y As. *= p<0,05 (Isquemia vs.
As+lsqg). Dado que no se encontraron diferencias significativas entre los grupos Sham y As, se grafican

juntos como controles (n=9).

3.2- Expresion de citoquinas

3.2.1-IL-6
Para la IL-6 tanto en la corteza como el estriado ipsilateral al infarto, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos sometidos a la opACM vy los isquémicos pretratados



con decoccidn (As+lsg)[corteza: (opACM: 289,4 + 679)(As+Isq: 1009,4 + 2020)
respectivamente]; [en estriado: (opACM: 980,4 + 1259); (As+lsq: 1200,3 + 2377)
respectivamente] (fig. 12a). Sin embargo, es posible observar una tendencia al aumento de la
produccién de ésta citoquina en ambos tejidos. En el estriado, solamente se logrd apreciar
diferencias significativas entre el grupo Sham (1 + 0,85) y el As+Isq. Lo mismo pudo observarse
entre éste ultimo grupo y el grupo tratado con decoccién (0,2 £ 0,11) (fig 12b).
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Fig. 12. Las cantidades relativas de ARNm de IL-6 para la corteza (A) y estriado (B) ipsilaterales fueron
calculadas mediante el método de 27", Grupos Sham (n= 5), Isquemia (n=9), pre-tratado con As
durante 21 dias y opACM (As+Isq) (n=12) y As (n=4). Los datos representan las medias + DS: *, p<0,05
(Sham vs. As+Isq). Las diferencias estadisticas fueron determinadas por el test Mann-Whitney (p<0.05).

3.2.2-TNF-a

En la corteza se observd una tendencia al aumento de la expresién de TNF-a en los grupos
isquémicos y los isquémicos pretratados con decoccidn, tanto en estriado como en corteza
(fig. 13a). Particularmente en el estriado, se observaron diferencias significativas entre el
grupo Sham (1,0 £+ 0,57) y los grupos isquémicos no tratados (opACM: 11,72 + 8,0) y
pretratados con la decoccidn (As+lsg: 10 + 9,7) (fig 13b). Sin embargo, no lograron observarse
diferencias significativas entre el grupo sometido a opACM vy el As+Isq (en corteza: 2,1 + 1,8;
5,8 + 4,1 respectivamente). Esto pudo observarse en ambos tejidos analizados.
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Fig. 13. Las cantidades relativas de ARNm de TNF-a para la corteza (A) y estriado (B) fueron calculadas
mediante el método de 27", Grupos Sham (n=5), Isquemia (n=9), pre-tratado con As durante 21 dias y
opACM (As+Isq) (n=12) y As (n=4). Los datos representan las medias + DS: +, p<0,05 (Sham vs. As+lsq); *,
p<0,05 (Sham vs. Isquemia). Las diferencias estadisticas fueron determinadas por el test Mann-Whitney
(p<0.05).

4-DISCUSION

4.1-Extractos de plantas con acciones antiinflamatorias

La eficacia clinica de las terapias anti-inflamatorias como neuroprotectoras hasta el presente
es insatisfactoria, por tanto la busqueda de nuevos farmacos es objetivo de muchos
investigadores en el mundo. En tal sentido muchos extractos de plantas han sido evaluados
como posibles agentes antiinflamatorios, centrandose en su capacidad de inhibir la COX-2 y la
iNOS, al igual que la produccidn de citoquinas **. Estos extractos mostraron un alto contenido
de flavonoides, algunos de los cuales ya habian sido reportados como potenciales
antiinflamatorios .

India y Corea por citar algunos ejemplos, son paises que se han caracterizado en aprovechar su
rica floral y han reportado efectos anti-inflamatorios en muchas plantas estudiadas en
modelos de isquemia cerebral; un ejemplo de esto es Mimusop selengi Linn (Me), una planta
medicinal de la India. Un pre-tratamiento con un extracto hidro-alcohdlico de Me a ratas
durante 7 dias y posteriormente sometidas a isquemia/reperfusion mostré una mejoria
significativa en los desdrdenes motores de los animales que fueron causados por la isquemia,
redujo el volumen y el edema cerebral y la extensién del rompimiento de la Barrera Hemato-
encefalica ademas de prevenir la alteracidn del estatus oxidativo. El analisis de HPLC de esta
planta revelé su contenido en 5 compuestos polifendlicos bioactivos. Los autores consideran
que los efectos protectores y anti-inflamatorios descritos son atribuibles al contenido
polifendlico del extracto **.También un extracto metandlico de las hojas de la planta india
Phyllanthusacidus mostré poseer potencial antioxidante, analgésico y anti-inflamatorio *.



En Corea un estudio inmunohistoquimico realizado con un extracto etandlico de
Eleutherococcus senticosus, administrado a ratas sometidas a una isquemia global transitoria,
demostré sus efectos anti-inflamatorios evidenciados a través de la inhibicion de la expresion
de COX-2, de la microglia (OX-42) y de los astrocitos (GFAP) *.

As, la planta objeto de nuestro trabajo, también ha sido estudiada en su potencial antioxidante
8179 'y estudios experimentales realizados por nuestro grupo avalan los efectos
neuroprotectores de esta decoccion ¥ y de su flavonoide quercetina %, en un modelo de
isquemia focal permanente en ratas adultas. Recientemente nuestro grupo de trabajo, logré
evidenciar que el pretratamiento con la decoccion de As posee un efecto modulador sobre la
gliosis reactiva (proliferacidon de astrocitos en regiones lesionadas del SNC con la finalidad de
eliminar restos necroticos), sugiriendo que la glia se encuentra mediando posiblemente
mecanismos de neuroproteccion y reparacion del tejido isquémico (Comunicacion personal:

Tesis de grado de Dario Tejera (2012)).

Usualmente se utilizan preparados metandlicos e hidro-alcohdlicos para demostrar los efectos
neuroactivos de las plantas y son escasos los estudios que utilizan preparados acuosos .
Debido a la sencillez de hacer, este trabajo se basé en una decoccién de As, cuya elaboracion
puede ser facilmente reproducida ademas de contar con la ventaja de tener muchos menos

efectos téxicos que los preparados mencionados.

Nuestro trabajo con la decoccién de As ha permitido evidenciar sus efectos neuroactivos
71,78

aplicados a un modelo de oclusién permanente de la Arteria Cerebral Media
Similarmente a los estudios citados con anterioridad, los datos obtenidos a través del test de
comportamiento motor en nuestro estudio reflejan el efecto del pre-tratamiento con As al
reducir el puntaje del grupo pre-tratado y posteriormente sometido a opACM en comparacién
con el grupo isquémico sin pre-tratamiento. Los tejidos cerebrales estudiados (corteza parietal
y estriado) se corresponden con las areas cerebrales lesionadas en la opACM y estan
encargados del procesamiento e integracion de la informacidn sensorio-motriz, por lo que la
mejoria en las habilidades motoras de las ratas isquémicas pre-tratadas con As permiten
sugerir que las neuronas de las areas sefialadas fueron blanco de las acciones protectoras de
los componentes polifendlicos de As.

Hasta el presente, flavonoides que han sido identificados en As como la quercetina y la
luteolina, han sido reportados como compuestos no solo capaces de activar las defensas

antioxidantes de las neuronas, sino también con propiedades moduladoras sobre la expresion

77,79

de agentes proinflamatorios’”””. Se ha descrito que estos flavonoides son capaces de inhibir la

expresion de citoquinas como la TNF-q, la IL-6 y factores de transcripcidon que participan en la
respuesta inmune frente al dafio isquémico”®*’. Dicha influencia se sabe que es por interaccién

directa de los flavonoides con las vias de sefializacién que controlan estos procesos "*”’.
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4.2-Flavonoides y neuroinflamacion

La interaccidn entre los flavonoides y el factor de transcripcién NF-kB podria ser la explicacion
de las propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras de estos compuestos. Mediante
esta interaccion, la quercetina es capaz de regular la expresiéon de genes de enzimas y

109191 "Nair y cols demostraron que éste mismo

citoquinas proinflamatorias y productoras de RL
flavonoide mediante modulacién del NF-kB es capaz de inhibir la expresién de TNF-a . A
través de su interaccidon con el NF-kB la quercetina es capaz de inhibir la diferenciacion y
activacion de células que participan en la respuesta inflamatoria "%,

Estudios realizados con extractos de arandano ricos en flavonoides lograron la inhibicién de la
produccién de NO, IL-6 y TNF-a al igual que la disminucién de la reactividad de la microglia
mientras que el flavonoide quercetina (entre otros) logré reducir la inflamacion mediada por
astrocitos y microglia a través de inhibicion de mecanismos dependientes de la produccién de

NO, y la expresidn de la COX-2, NOSy la NADPH oxidasa "°.

Sin embargo los resultados obtenidos en estudios basados en la inhibicién de la produccién de
citoquinas en modelos de isquemia cerebral, a pesar de haber logrado la reduccion del
volumen del infarto y el dafio general de la isquemia sobre el cerebro, han demostrado la
importancia de éstas citoquinas en la posterior reparacion del tejido y su restauracion %,

El conocimiento acerca del vinculo que existe entre las citoquinas, la neuroinflamacion y la
gliosis reactiva, ha llevado a apostar a los tratamientos antiinflamatorios como una estrategia
terapéutica para mejorar las afecciones causadas por la isquemia *. Si bien estudios realizados
con ratones knock-out para la IL-6 demostraron una importante reduccion de la respuesta
inflamatoria en el cerebro isquémico, ésta no se encontré relacionada con una reduccion en el

tamario del infarto %%

. Existen numerosos estudios que revelan el doble rol de las citoquinas

en la isquemia cerebral dejando a la inflamacién como un dafio necesario para la recuperacion
. 1

del tejido '®.

tratamiento de la isquemia cerebra

Por este motivo las terapias antiinflamatorias no han tenido éxito en el
|105.

Se ha descrito particularmente la interaccidon entre la quercetina y el factor NF-kB, ya
reportado como un mediador de la respuesta inflamatoria frente al dafio isquémico ”’. La
activacidon prolongada de dicho factor se ha asociado con una respuesta inflamatoria
exacerbada que colabora con la neurodegeneracién del tejido isquémico, mientras que una
activacion atenuada participa en la activacién de genes vinculados a la sobrevivencia de las
neuronas *°. Se sabe que a concentraciones nanomolares de quercetina, los efectos
beneficiosos observados se deben no a su capacidad de scavenging de radicales sino a su
influencia sobre la activacion de dichas vias *°. Sin embargo, hasta el momento no es posible
predecir si la influencia de los flavonoides promovera una respuesta antiinflamatoria dado que
existen numerosas condiciones del tejido y las células (como el grado en el que se expresan las
citoquinas, el tiempo transcurrido desde que ocurrid el ACV y la expresion de los determinados



receptores) que determinan si se activan mecanismos neuroprotectores o degenerativos 9
También el perfil de expresidn de las citoquinas varia de acuerdo al drea del cerebro donde se
expresen (por ejemplo, se sabe que en el estriado el TNF-a no solo cumple funciones

degenerativas sino que se expresa en mayor cantidad que en la corteza) **

4.3-Citoquinas y neuroproteccion

Se sabe que las citoquinas estudiadas en este trabajo estdn directamente implicadas en la
activacion de la glia, la cual en etapas tardias de la isquemia participara en la reparacioén del
tejido, mediante la produccién de factores neurotréficos *°. En particular, la IL-6 ha sido
reportada como un potente inductor de no solo la respuesta inflamatoria sino también como
un agente inductor de la proliferacion de astrocitos y la produccidn de factores endoteliales y
de proliferacién de astrocitos *>. A parte de esto, la IL-6 tiene un importante papel en el
mantenimiento de la integridad de la BHE. También se ha vinculado a esta citoquina con la
produccién de factores de diferenciacién celular entre los que se encuentra el Nerve Growth
Factor (NGF). También se ha demostrado la capacidad de IL-6 de promover la sobrevivencia de
varios tipos neuronales y protegerlas contra el estrés oxidativo *°.

En relacién con la vinculacién de la IL-6 y la quercetina, flavonoide constitutivo de As, es
adecuado citar el ejemplo de la planta coreana Chungsim-Yeunja-Tang. Un extracto de esta
planta, cuyo componente principal es la quercetina, administrado durante 2 semanas a
pacientes que sufrieron un infarto cerebral, fue capaz de inhibir la expresién de la IL-6 en
células mono-nucleares periféricas sanguineas de los pacientes '®. Entonces si el flavonoide
quercetina, contenido también en As actla como modulador de esta citoquina, esto podria
explicar nuestros resultados, especulando sobre el posible efecto de As en estimular la acciéon
neuro-reparadora de esta citoquina. Sin embargo, no podemos considerar con certeza a IL-6
como un promotor de la neuro-reparacién dados los resultados obtenidos.

El TNF-a ha sido la citoquina mas estudiada y la mds discutida acerca de su potencial
neurotdxico y/o neuroprotector'. Su rol en la reparacién del tejido luego de la isquemia
cerebral pudo revelarse en estudios con animales knock-out para el TNF-a y anticuerpos a-
TNFR ddénde la falta de dicha citoquina causé un aumento del volumen del infarto y una
reparacion tisular y recuperacién funcional reducida y lenta **. En el caso del TNF-a se sabe los
efectos opuestos que puede presentar su expresidon se ven mediados por la expresion de dos
receptores (TNFR1 y TNFR2) que, de acuerdo a sus dominios intracelulares, son capaces de
desencadenar cascadas apoptéticas o de sobrevivencia celular respectivamente ***(fig. 14).
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Fig. 14. Las neuronas y la glia expresan dos
receptores para TNF-a: R1y R2. La activacion
del primero desencadena la activacion de
caspasas participantes de la apoptosis, por
esto al TNFR1 se le conoce como “receptor
de la muerte”. Sin embargo, su asociacion
con el factor TRAF-2 conduce a la

Transcripcion y transcripcion y activacion del factor NF-kB y a
activacion de NF-kB .
la produccion de factores neuroprotectores

Produccion Activacion de
deceramida  caspasas '/ X como agentes quelantes como la calbindina 'y
A L Calbindina MnSOD scavengers de radicales libres como la
4 I)()l) OsiIs ;. .
N —’ manganeso superoxido dismutasa (MnSOD).

Neuroproteccion

Modificado Watters y cols. 2011

Se ha reportado que es incluso el mismo TNF-a uno de los responsables de estimular la
expresion del TNFR2, estableciendo asi un mecanismo de retroalimentacidn negativa donde la
propia citoquina controla su perfil neurotdxico generando una competencia donde este

receptor compite por la unién al TNF-a con el TNFR1 %’

. Un tipo celular responsable de la
expresion del TNF-a y especialmente del TNFR2, es la microglia '’. Al activarse por presencia
del TNF-a, ésta expresa TNFR2 para el control de los mecanismos inflamatorios que agravan el
dano isquémico. Esta interconexién que existe entre la inflamacién y la activacién de la glia es
la causa de los procesos posteriores encargados de reparar el tejido y controlar los
mecanismos de plasticidad neuronal de los cuales depende la recuperaciéon luego de la

isquemia cerebral 2.

Para esclarecer si las propiedades antiinflamatorias descritas para los flavonoides contenidos
en As se mantienen en la decoccidn, decidimos estudiar la influencia del pretratamiento sobre
la expresién local de IL-6 y TNF-a, ambas citoquinas para las que se han descrito efectos
neuroprotectores en varias enfermedades neurodegenerativas 2",

Por otro lado, nuestros resultados también nos permiten observar un aumento de la expresion
de TNF-a en el estriado, tejido donde ya se sabe que la liberacién de citoquinas pro-

1952 " Considerando esto,

inflamatorias participan en mecanismos de neurodegeneracion
nuestros resultados demuestran que el pre-tratamiento con decoccidn de As no es capaz de
revertir la expresion y liberacidon de TNF-a en el estriado ipsilateral de ratas isquémicas. Asi, se
pueden destacar distintas consecuencias del pre-tratamiento con decoccidn sobre Ia
produccién de citoquinas y su perfil de accién (neurotéxico o neuroprotector) dependiendo de
la regién del cerebro analizada (aludiendo nuevamente a la naturaleza pleiotrépica de las
citoquinas, especialmente del TNF-a), siendo neuroprotectora en la corteza y neurotéxica en el
estriado. Teniendo en cuenta el factor del tiempo transcurrido desde ocurrido el ACV, el perfil
neurodegenerativo de las citoquinas es observable en las primeras horas de isquemia, nuestro
modelo de 24 horas posiblemente nos permita ya observar un mecanismo de reparacion

tisular impulsado por las citoquinas y la glia activada “(fig. 15).

La ausencia de diferencias significativas en la produccion de citoquinas, tanto en la corteza
como en el estriado ipsilateral al comparar los grupos isquémicos e isquémicos pretratados,



impide asociar las mejoras en las habilidades motoras con procesos de neuro-reparacion, que
se ha descrito son impulsados por las citoquinas mencionadas. Es necesaria no solo la
busqueda de marcadores que revelen con fidelidad el proceso neuroprotector y reparador
sobre el tejido dafiado, sino también la relacion que existe entre estos procesos y los
componentes polifendlicos de la decoccidn, para los cuales ya hay descritas propiedades

neuroprotectoras para el modelo de isquemia cerebral permanente en ratas adultas’"’#%1%,

Time Line of Molecular Events Following Stroke [z S LR Vet R SRR 1o

Patient' ;
Stroke Onset n‘wﬁ::;w relativo para los eventos que

. ocurren a partir del infarto.
Minutes

Hours . . .
PCH/ATP 2 2h 5d Las fechas verticales indican el

comienzo de los cambios
FFA, K¢ I
individuales.

[Na*, Ca*, CIY;

(Barone y Feuerstein, 1999)

Glutamate —

TSX: Cytokines, Chemokines
Adhesion Molecules, GF

Leukocytes:
Neutrophils then Monocytes

Tissue Remodeling Genes
MMPs, Osteopontin, TGF,

Hasta el momento, no se han reportado trabajos que asocien produccion de citoquinas con
procesos de neuro-reparacion inducida por un pre-tratamiento con extractos de plantas en un
modelo de isquemia cerebral. Futuros estudios son necesarios para la confirmacién de esta
hipétesis.

5-CONCLUSION GENERAL

Este estudio aporta evidencias preliminares de la accion moduladora de Achyrocline
satureioides sobre la expresidon de citoquinas proinflamatorias durante la isquemia cerebral,
presumiblemente debido a su contenido en polifenoles como los flavonoides.

6-PERSPECTIVAS

Nuestros resultados reflejan una tendencia al aumento de la expresién de TNF-a e IL-6 en los
grupos isquémicos pre-tratados pero sin exhibir diferencias significativas con respecto al
isquémico no tratado con As. Es por esa razdén que como estrategia de trabajo futura nosotros
pretendemos aumentar el nimero de animales por grupo experimental con el objetivo de
confirmar los resultados presentados. Ademads actualmente nos encontramos estudiando un
extracto enriquecido en flavonoides obtenidos a partir de la decoccidn de As; con el objetivo
de dilucidar el papel de éstos compuestos en los efectos moduladores de la respuesta
inflamatoria.
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