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Introduccion






1. Adaptaciones anatomicas y funcionales de la vascularizacion
cerebral a la ausencia de reservas energéticas en el tejido neural

El cerebro es un dérgano complejo y heterogéneo con gran demanda de
energia. Representando Unicamente el 2% del peso corporal, consume el 20% del
O, y la glucosa total del organismo para la obtencién de la energia necesaria para
su normal funcionamiento (1). Puesto que las neuronas no poseen reservas
energéticas y los requerimientos de energia son fluctuantes dependiendo del
grado de activacion neuronal, el cerebro ha desarrollado una serie de soluciones
anatomicas y funcionales que tienden a preservar la perfusion tisular (2).
Unicamente cuando fallan estos sistemas de seguridad empieza a desarrollarse el

dafio cerebral.

Dichas adaptaciones anatémicas y funcionales de la vascularizacién cerebral

se resumen en la Figura 1.

Adaptaciones cerebrales a la ausencia
de reservas energéticas propias

4 Y

Anatdmicas Funcionales
Anastomosis - Autorregulacién
¢ - Acoplamiento neurovascular
Proximales Distales

(base encéfalo) (superficie cerebral)

4

Circulo de Willis  Anastomosis leptomeningeas
(de Heubner)

Figura 1. Adaptaciones de la vascularizacion cerebral a la ausencia de reservas energéticas en el
tejido neural.



1.1 Adaptaciones anatdmicas: circulacion colateral

La circulacidon colateral puede definirse como un conjunto de vias
anastomoéticas arteria-arteria capaces de suministrar los nutrientes necesarios a
una regién cerebral cuya fuente primaria de suministro se vea reducida o
comprometida por alguna alteracién. Los componentes anatdomicos de la

circulacion colateral son:

- Circulo de Willis (CW). Circulo anastomaético en la base del cerebro que

interconecta el flujo sanguineo de su parte anterior (arterias cardtida interna —
cerebral media — cerebral anterior) con el de su parte posterior (arterias basilar —
cerebrales posteriores) (Figura 2). En condiciones de oclusién vascular
extracraneal (arterias carétidas o vertebrales), el CW posibilita el
redireccionamiento del flujo desde las zonas con presién arterial normal, hacia las
zonas en las que la presion arterial ha descendido a consecuencia de la oclusién.
Cabe sefialar que el CW estd incompleto en la mayor parte de la poblacién (64-
75%), por lo que pacientes incluidos en estos porcentajes suelen presentar ictus
mas graves. Por tanto, un CW completo es un predictor significativo de

recuperacion favorable (3).

Figura 2. Representacion esquematica del poligono de Willis. Las flechas verdes continuas indican la
direccién del flujo sanguineo en condiciones fisioldgicas. La flecha con linea discontinua representa,



a modo de ejemplo, el redireccionamiento de flujo sanguineo desde la vascularizacién anterior hacia
la posterior a través de la arteria comunicante posterior. AB, arteria basilar; ACA, arteria cerebral
anterior; ACI, arteria cardtida interna; ACM, arteria cerebral media; ACoA, arteria comunicante
anterior; ACoP, arteria comunicante posterior.

- Anastomosis leptomeningeas (de Heubner). Se establecen entre las ramas

corticales distales de las tres grandes arterias procedentes del CW (arterias
cerebrales media, anterior y posterior). La red conformada determina de forma
critica la extensién y la intensidad del déficit circulatorio por la constriccién u
oclusién de alguna de las grandes arterias cerebrales. Cuanto mayor sea el
numero y didmetro de estas anastomosis, mds eficiente serd el aporte colateral
desde los territorios vasculares adyacentes no ocluidos y menor el dafio cerebral.
La variabilidad de la circulacién colateral es la responsable de que en condiciones

clinicas la oclusién vascular resulte en un rango muy amplio de dafio cerebral (4).

Figura 3. Vista dorsal de un cerebro de rata perfundido con latex. Los circulos indican las
anastomosis entre las ramas terminales de las arterias cerebrales media (ACM) y cerebral anterior
(ACA).

- Anastomosis carotideas. También se han descrito anastomosis entre las

ramas de la arteria cardtida externa (por ejemplo, las arterias facial, maxilar,
meningea media y occipital) y las de la arteria carétida interna (por ejemplo, la

arteria oftadlmica).



1.2 Adaptaciones funcionales (l): autorregulacion

La autorregulacién cerebral se define como “la capacidad intrinseca de los
vasos cerebrales para mantener constante la perfusiéon del tejido cerebral”. El
concepto original incluia el parametro de la presion arterial, definiéndose la
autorregulacion cerebral como “el mecanismo homeostdtico por el que se
mantiene constante el flujo sanguineo cerebral (FSC) dentro de un rango variable
de valores de presion arterial”. La representacion grafica que relaciona ambos

parametros es una curva trifasica (Figura 4).
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Figura 4. Autorregulacién cerebral. El flujo sanguineo cerebral (FSC) se mantiene constante a pesar
de los cambios en los valores de presidn arterial comprendidos entre los 80 (“limite inferior de la
autorregulacion, LIA”) y los 160 (“limite superior de la autorregulaciéon”, LSA) mmHg.

La base de la autorregulacion cerebral es la capacidad de los vasos de
resistencia cerebrales para modificar su calibre. Cuando aumenta la presion
arterial, aumenta la resistencia de los vasos cerebrales (vasoconstriccion), con lo
cual se mantiene constante el FSCy a la inversa (5). En este sentido, la circulacién
cerebral esta regida por el principio universal de Poiseuille aplicable a la
hemodindmica general. Por debajo del limite inferior se produce el déficit
circulatorio (isquemia); por encima del limite superior se produce edema

vasogénico (3).



1.3 Adaptaciones funcionales (Il): acoplamiento neurovascular. La unidad

neurovascular

Las neuronas, la glia y los microvasos se organizan en el cerebro formando lo
que se ha venido a denominar la “unidad neurovascular”, que representa la
integracién funcional de las células vasculares (endotelio, células musculares lisas,
pericitos) y las células neurales (neuronas, astrocitos, oligodendrocitos vy
microglia). Segun esta disposicién, los cuerpos neuronales nunca se encuentran a
una distancia superior a 10 um del capilar mas cercano. Es a este nivel donde se
produce el acoplamiento neurovascular; es decir, la regulacion del aporte
sanguineo de O, y glucosa segun las demandas metabdlicas del tejido cerebral. Se
establece asi una estrecha conexion entre la actividad funcional, el metabolismo
energético y el FSC (2). Llegada al area activada, la glucosa se transfiere desde la
sangre hacia las células cerebrales donde se utiliza para generar ATP,
convirtiéndose en otras formas de substrato energético o en glucégeno como

reserva energética almacenable Unicamente en astrocitos (6).

2. Enfermedades cerebrovasculares: ictus

2.1 Clasificacidon y definicion

Con la expresidon “enfermedades cerebrovasculares” se hace referencia a
“todos aquellos desdrdenes en los que una regioén del cerebro resulta afectada de
forma permanentemente o transitoria, bien por isquemia o por hemorragia, y/o
en los cuales uno o mds vasos sanguineos estan deteriorados por un proceso
patoldgico” (7). Segln su evaluacion clinica, pueden clasificarse en: 1) desorden
cerebrovascular asintomatico; 2) disfuncién cerebral focal (ictus o accidente

isquémico transitorio (AIT)); 3) demencia vascular; y 4) encefalopatia hipertensiva.



Introduccion Alicia Aliena Valero

El término “ictus” es una denominacidn genérica que se define como “un
sindrome neuroldgico focal ocasionado por la perturbacién aguda del flujo

|”

sanguineo cerebral”. Si esta perturbacion, asi como sus signos y sintomas clinicos,
se resuelven en un plazo inferior a 24 h, se clasifica como AIT. Si la sintomatologia
persiste mas alla de ese periodo o si se produce el deceso, se clasifica como ictus.
Dependiendo de la naturaleza de la lesidon engloba una de las siguientes
condiciones patoldgicas: 1) infarto cerebral (ictus isquémico); 2) hemorragia
subaracnoidea (ictus hemorragico extraparenquimatoso); y 3) hemorragia

cerebral (ictus hemorragico intraparenquimatoso) (Figura 5). El ictus isquémico

representa el 85% del total, y es en el que se centrara la atencion en adelante (8).

Ictus isquémico Ictus hemorrdgico

Obstruccion vascular: cese de perfusion ~ Rotura vascular: extravasacion sanguinea
en la zona afectada

Figura 5. Representacidn esquematica de la etiologia de los principales tipos de ictus.

El ictus isquémico es una enfermedad heterogénea con multitud de causas
descritas. A lo largo de los afios, diferentes clasificaciones etioldgicas han sido
propuestas (9). El sistema de clasificacién TOAST es el mas usado comUinmente en

pacientes, clasifica segin se deban a ateroesclerosis en vaso grande, émbolo



cardiaco, enfermedad de vasos pequefios (lacunar), otras causas o de etiologia

indeterminada (10,11).

El 65% de ictus isquémicos son consecuencia de la interrupcion del flujo
sanguineo por el enclavamiento de un trombo-émbolo, de manera transitoria o
permanente, en el territorio de la arteria cerebral media; el 2% en el de la arteria
cerebral anterior; y el 9% en el de la arteria cerebral posterior. Por otro lado, las
lesiones en el tronco encefalico y en el cerebelo representan un 15%, y el resto en
regiones multiples o limitrofes (12). Puede afirmarse, por lo tanto, que la isquemia
cerebral focal en el territorio irrigado por la arteria cerebral media es la causa mas

frecuente de ictus isquémico.

2.2 Epidemiologia y costes socio-sanitarios

El ictus representa la segunda causa de mortalidad en el mundo, siendo
responsable de 1 de cada 10 defunciones, lo que equivale a unos 5-6 millones de
muertes al afo. Ademads, un numero similar de pacientes resultan
permanentemente discapacitados, lo que convierte al ictus en la primera causa de
discapacidad fisica permanente (13). En Espaiia los accidentes cerebrovasculares
son la segunda causa de mortalidad en la poblacion general y la primera en
mujeres, asi como la primera causa de discapacidad permanente. Pese a que la
incidencia tiende a aumentar debido al envejecimiento de la poblacion, la tasa de
mortalidad ha descendido en los ultimos afios debido a una rapida intervencién
médica. Aun asi, en el afio 2017 el Instituto Nacional de Estadistica registré una
incidencia hospitalaria de 229 por cada 100.000 habitantes por enfermedades
cerebrovasculares, entre lo que se contabilizaron 26.937 defunciones de las cuales
7.643 fueron por infarto cerebral (14). Entre los afios 2010 y 2011 se realizé un

estudio en Espafia que determind que el coste de la enfermedad es de unos



27.000€ paciente/afio, suponiendo un coste global de aproximadamente 1.600

millones de euros al afio (15).

2.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo en el ictus se han documentado en diferentes estudios
epidemioldgicos realizados principalmente en los paises con niveles de ingresos
altos. No obstante, el estudio INTERSTROKE llevado a cabo en 2009 en 22 paises
ha puesto de manifiesto que los factores de riesgo en el ictus son muy similares
en diferentes partes del mundo (16). Los resultados de este estudio sugieren que
10 factores de riesgo modificables o susceptibles de tratamiento médico se
asocian con el 90% del riesgo de ictus. Se distinguen factores relacionados con el
estilo de vida: tabaquismo, alcoholismo, dieta no saludable y falta de ejercicio
fisico; y comorbilidades asociadas: diabetes, hipertension, patologias cardiacas
(fibrilacion auricular), obesidad, dislipidemias y estrés psicosocial (ansiedad,
depresion, estrés...). Los factores de riesgo no modificables son la edad, el género,

la raza/etnia y factores genéticos (17).

En el contexto de esta Tesis Doctoral se inscribe la influencia de la diabetes

en el ictus isquémico.

2.4 Ictus isquémico y diabetes

La diabetes mellitus (DM) es un desorden del metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas causado por la incapacidad del organismo para sintetizar
insulina o para utilizarla en su totalidad. Tanto la diabetes mellitus de tipo 1
(DMT1, déficit en la produccion de insulina) como, la mas comun, diabetes
mellitus de tipo 2 (DMT2, resistencia a la insulina), se caracterizan por la

hiperglucemia crdnica, la cual origina cambios microvasculares que causan
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complicaciones a largo plazo en diferentes tejidos, especialmente aquellos
insensibles a la insulina tales como la retina (ceguera), los rifiones (insuficiencia
renal progresiva) y los nervios (neuropatias debilitantes por dafios en nervios
aferentes). Ademas, también se asocian con la diabetes cambios aterosclerdticos

macrovasculares (18).

El cerebro no es ajeno a las complicaciones originadas por la diabetes. Por lo
gue respecta a la vascularizacién cerebral, se han descrito alteraciones tanto

anatémicas como funcionales inducidas por la hiperglucemia (Figura 6) (19).

Neovascularizacién patoldgica Accidente cerebrovascular
Remodelacion neovascular :4/‘;': \L
Diabetes == isfuncion micro- DEﬂm_S, Rotura barrera hematoencefalica I Transformacién hemorragica
y macrovascular perfusion \ %
- . V. MEdema
Dafio en la sustancia blanca -l ),‘
/
L Neuroinflamacién Discapacidad cognitiva o
@ 4
y 4

gl
— gl

Figura 6. Modificaciones vasculares causadas por la diabetes y su influencia en el ictus. (Modificado
de Caplan et al. 2017)

Es importante sefialar que dichas alteraciones parecen depender de la
intensidad (moderada o severa) y de la duraciéon (créonica o aguda) de la
hiperglucemia. La  hiperglucemia moderada crénica promueve la
neovascularizacion y la remodelacién, desestructura la barrera hemato-encefilica,
e incrementa el tono vascular limitando la perfusion cerebral. La hipoxia y/o los
cambios metabdlicos resultantes median la tolerancia isquémica via el
precondicionamiento neuronal, pero por otra parte reducen la tolerancia
isquémica vascular (20). Consideradas conjuntamente, estas circunstancias
determinan que en el caso de que acontezca un ictus el volumen del infarto sera
menor, pero el desarrollo de edema y transformacidon hemorragica serd mayor.

Por su parte, la hiperglucemia severa y/o aguda tiene los mismos efectos
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deletéreos sobre la vascularizacién cerebral, pero por falta de tiempo para
estimular los mecanismos adaptativos protectores la magnitud del infarto

cerebral sera mayor (21).

Son muchas las evidencias de la asociacion ictus isquémico-diabetes
obtenidas en estudios con modelos animales y en humanos. Principalmente, el
riesgo de padecer un ictus en pacientes con DMT2 se incrementa entre 2-6 veces;
ademads, aproximadamente el 30-40% de los pacientes de ictus presentan
hiperglucemia en el momento del ingreso, bien como consecuencia de la diabetes
(hiperglucemia crénica) o bien como respuesta aguda al ictus (hiperglucemia
aguda). Tanto en modelos animales como en la clinica humana, la hiperglucemia
exacerba el dafio cerebral isquémico y se asocia con un prondstico peor. Sin
embargo, los pacientes sin historia previa de diabetes resultan mas severamente
afectados que los diabéticos. En condiciones de hiperglucemia, la reperfusién del
cerebro isquémico (isquemia focal transitoria en modelos animales o terapia
trombolitica en humanos), origina mayor dafo cerebral que la no reperfusién.
Esto sugiere que al conocido dafio por reperfusién se afiade el dafio originado por

la hiperglucemia (21,22).

3. Fisiopatologia del ictus isquémico (I): umbrales de FSC

Como ya se ha mencionado, el evento subyacente al ictus isquémico es la
isquemia cerebral, la cual se define como “la disminucién de flujo sanguineo de
forma aguda y de duracidn y magnitud suficientes en una regién determinada del
cerebro, que conduce a la muerte del tejido afectado (infarto cerebral) y a la

instauracidn de déficits neuroldgicos focales (ictus agudo)”.
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Tras los primeros segundos de una isquemia cerebral focal completa ocurre
el cese de actividad eléctrica neuronal, y al cabo de unos pocos minutos el
deterioro de la homeostasis energética e idnica. Si dicha alteracidn persiste por
mas de 5-10 minutos, el dafio celular es ya irreversible. Por el contrario, si la
isquemia es incompleta, es decir, si persiste una cierta perfusiéon residual
posibilitada por la circulacion colateral, el resultado final es impredecible, lo cual
posee gran relevancia en la clinica de las enfermedades cerebrovasculares,
especialmente el ictus isquémico agudo (19). Se plantea, por lo tanto, la cuestion
de cuales son los umbrales de FSC capaces de atender las necesidades energéticas

cerebrales.

Tras la interrupciéon del flujo, la isquemia no es homogénea en todo el
territorio afectado, estableciéndose la denominada “lesién de ictus”, consistente
en un nucleo central densamente isquémico (core) que evolucionara a infarto,
rodeado por areas de isquemia de menor intensidad en las que las células se
encuentran estructuralmente intactas, pero funcionalmente alteradas. Esta zona
perifocal ha recibido la denominacion de “penumbra isquémica”, e incluye areas
isquémicas que se recuperaran espontaneamente (oligohemia benigna), y areas
que progresaran hacia cambios irreversibles a menos que se instaure un
tratamiento adecuado (Figura 7) (23). Los factores que determinan la progresion
de la penumbra al infarto son: el grado de circulacion arterial colateral, la

duracidn de la isquemia, y el estado funcional y metabdlico previos del tejido.
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Figura 7. Representacidon esquematica de las regiones cerebrales hipoperfundidas tras la oclusién de
la arteria cerebral media.

Desde el punto de vista clinico, la penumbra es la diana mas relevante y el
foco de las investigaciones mas numerosas. Por lo tanto, se plantea la cuestion
acerca de cémo diferenciar la penumbra isquémica y el nucleo del infarto. La
solucién podria surgir de la confluencia entre las técnicas de imagen basadas en
mediciones del FSC, y el concepto de “umbrales de FSC”. Los umbrales de FSC mas
comuinmente aceptados son aproximadamente 20 y 10 ml 100 g min™ (40% y
20% del valor control, respectivamente), de forma que el tejido sano (incluyendo
la oligohemia benigna) registra tasas de FSC superiores a 20 ml 100 g min™; la
penumbra registra tasas de FSC entre 20 y 10 ml 100 g* min™; por Ultimo, el
nudcleo isquémico registra tasas de FSC inferiores a 10 ml 100 g* min™. Debe
destacarse que estos umbrales de FSC se han registrado en experimentos con
animales, y su fiabilidad diagndstica en humanos aldn no ha sido establecida
(24,25). Una revision acerca de los umbrales de FSC para la penumbra y el nicleo
isquémico en pacientes de ictus, demuestra que la variabilidad de dichos
umbrales es muy elevada: entre 14.1 y 35.0 ml 100 g* min™ para la penumbra, y
entre 4.8 y 8.4 ml 100 g' min™ para el nicleo isquémico. En su momento
diferentes razones explicaron esta dispersion, aunque la conclusién fue que las
bases para utilizar los umbrales de viabilidad (valores de perfusidon de los tejidos

isquémicos) como criterio para seguir o no tratamientos endovasculares
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(trombolisis-trombectomia) eran muy débiles, y por lo tanto no se podia
recomendar su utilizacion (26). Contrariamente, estudios mas recientes utilizando
imagen de perfusion (CTP) en pacientes tratados mediante terapia trombolitica, la
extensién de la penumbra que resulta reperfundida es un potente predictor del

resultado clinico final tanto a corto como a largo plazo (Figura 8) (27).

I
Nucleo Penumbra

Cambios irreversibles Area hipoperfundida Desajuste difusion-perfusion
(tejido muerto; amarillo) (rojo) (tejido en riesgo; azul)

Figura 8. Imagenes radiograficas de secciones transversales del cerebro de un paciente de ictus. Las
imdgenes de difusion muestran el tejido dafiado irreversiblemente (nucleo) por la restriccion del
movimiento de las moléculas de agua (edema citotdxico). Las imdgenes de perfusién por la
deteccidn del transito de un agente trazador, muestran el tejido en riesgo. La sustraccién entre
ambas imagenes permite determinar el tamafio del nucleo del infarto, asi como de la penumbra
isquémica (tejido potencialmente recuperable).

4. Fisiopatologia del ictus isquémico (ll1): la cascada isquémica

El cese de flujo sanguineo cerebral durante un ictus tiene como resultado una

respuesta fisiopatoldgica resultante en dafio neuronal; la sucesidon de eventos

bioquimicos y moleculares reciben la denominacion de “cascada isquémica”. Los
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multiples mecanismos de dafio por isquemia-reperfusion incluyen excitotoxicidad,
respuesta mitocondrial, estrés oxidativo, cambios inflamatorios y muerte celular

(Figura 9) (28,29).
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Figura 9. Esquema-resumen de los principales mecanismos de dafio celular en la isquemia-
reperfusion. [Caz+]i: concentracién de calcio intracelular; EAA: aminodcidos excitadores; ROS/RNS:
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno; MMPs: metaloproteinasas de matriz; BBB: barrera
hematoencefalica (Modificado de Sun y Nan. 2018)

4.1 Pérdida de homeostasis idnica: excitotoxicidad

La consecuencia inmediata de la instauracién de la isquemia es el descenso
de los niveles de oxigeno y glucosa y, por lo tanto, la pérdida del contenido
energético de las células (ATP y fosfocreatina). Las células comienzan a
metabolizar la glucosa de forma anaerdbica dando como resultado la produccion
de acido lactico (lactoacidosis) y el cese de todas las reacciones y mecanismos
dependientes de ATP. Esto provoca que las células sean incapaces de mantener
los gradientes idnicos normales por la disfuncién de la bomba Na’/K*-ATPasa, lo
que provoca la pérdida de la capacidad de las células para captar Ky, por lo
tanto, que se desencadenen despolarizaciones andxicas y la entrada masiva de

Ca’*, aumentando de esta manera su concentracidn intracelular ([Ca*']) (30).
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Ademas, otros mecanismos como la inhibicidon de la bomba Mg2+/Ca2+ del reticulo
endoplasmatico o la acidosis causada por la acumulacién de acido lactico también

contribuyen al incremento de [Ca®']..

La despolarizacion de las neuronas lleva a wuna liberacién de
neurotransmisores en la hendidura sindptica, especialmente glutamato,
provocando la sobreactivacién de sus receptores especificos. El efecto toxico de
este neurotransmisor sobre las células se denomina “excitotoxicidad”; como
consecuencia aun se incrementa mas la [Ca**];. Adicionalmente, los receptores de
glutamato promueven la entrada excesiva de Na* y agua a la célula, dando lugar a

la edematizacion celular, hinchazén y reduccién del espacio extracelular (29,31).

El aumento de [Ca*']; provoca la activacidn masiva de enzimas catabdlicos
(6xido nitrico sintasas, fosfolipasas, proteasas y endonucleasas) que degradan las

principales biomoléculas, conduciendo finalmente a la muerte celular (29,32).

4.2 Respuesta mitocondrial y estrés oxidativo

La mitocondria juega un importante papel en la homeostasis de la energia
celular, que esta vinculada a la isquemia cuando el balance energético estd
interrumpido y la sintesis de ATP alterada. La afluencia de Ca®* debida a la
excitotoxicidad conlleva su acumulacién en la mitocondria, provocando su
disfuncién, la apertura del poro mitocondrial y por tanto la liberacion del
citocromo c. Esto intensifica la formaciéon de radicales libres, tanto especies
reactivas de nitrégeno (“reactive nitrogen species”, RNS) como especies reactivas
de oxigeno (“reactive oxigen species” ROS), que se ve exacerbada especialmente

cuando tiene lugar la reperfusién de la regidn cerebral afectada. La exposicion de
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las células a estas concentraciones elevadas de RNS y ROS resulta nociva,

fendmeno conocido como “estrés oxidativo” (29,33).

Los principales tipos perjudiciales de ROS incluyen el anién superdxido (0, ),
el radical hidroxilo (OH") y el peréxido de hidrégeno (H,0,). El exceso de ROS no
se genera Unicamente en la cadena mitocondrial, sino también en el metabolismo
del acido araquiddnico catalizado por la ciclooxigenasa-2 (COX-2), la oxidacion de
NADPH y la degradacion de xantina e hipoxantina via xantina oxidasa. Los dos RNS
principales en el dafio por isquemia-reperfusion son oéxido nitrico (NO) y
peroxinitrito (ONOO™). NO se genera por la accidn enzimatica de los tres tipos de
oxido nitrico sintasa (NOS): endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS),
estas dos ultimas en particular contribuyen al dafio por isquemia-reperfusion. La
elevada reactividad de O y NO produce ONOO~, un potente oxidante que
contribuye a la rotura de la barrera hematoencefafica (“blood brain barrier”, BBB

y la disfuncidn de proteinas esenciales (28,34).

Los radicales libres y los ROS producen, finalmente, dafio oxidativo de las
principales macromoléculas (lipidos, proteinas y DNA) que derivan en muerte

celular (35).

4.3 Inflamacion

La inflamaciéon juega un papel importante en la patogénesis del ictus
isquémico. Tras el accidente isquémico, los mediadores inflamatorios en el
cerebro isquémico se regulan al alza en las células cerebrales e inmunes
infiltrantes, que desempefan un papel complejo en la fisiopatologia de la
isquemia cerebral (Figura 10) (36). Evidencias cada vez mdas numerosas sugieren
que la respuesta inflamatoria es un arma de doble filo: por una parte contribuye a

la lesion cerebral secundaria tras la etapa aguda del accidente cerebrovascular, y
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por otra parte contribuye de manera beneficiosa a la recuperacidon y

remodelacidn cerebral después del ictus (37).

Los neutrdfilos son los primeros leucocitos en infiltrarse en el cerebro
isquémico para luego desaparecer o disminuir rapidamente con el tiempo.
Contribuyen a la inflamacidon y la lesién cerebral liberando una serie de
mediadores proinflamatorios como iNOS y metaloproteinasas de matriz (“matrix
metaloproteinases”, MMPs) (38), almacenadas en sus granulos y vesiculas. Sin
embargo, algunos estudios sugieren que la infiltracién de neutréfilos también
podria disminuir significativamente la lesidon cerebral isquémica y mejorar el

resultado neurolégico del ictus (39).

La microglia constituye el sistema inmunoldgico de tipo macrdfago residente
en el sistema nervioso central (SNC). Las células de microglia actian como células
eliminadoras en condiciones de inflamacidn, isquemia y neurodegeneracion, y su
activacion es rapida en respuesta a la isquemia. También parecen desempefiar un
papel dual: pueden producir mediadores inflamatorios como TNF-a (factor de
necrosis tumoral a) e IL-1B (interleuquina 1B), que conducen al dafio celular y la
muerte, pero también pueden producir moléculas como TGF-B1 (factor de
crecimiento transformante B) o IL-10 (interleuquina 10), las cuales pueden actuar
como neuroprotectores. Estas funciones duales pueden estar relacionadas con el
momento de la activacidn microglial, ya que los datos sugieren que la activacion

temprana es perjudicial y que la activacion posterior es beneficiosa (37,40).

Al igual que la microglia, los astrocitos también desempefian funciones
duales, algunas beneficiosas y otras perjudiciales. Producen una serie de

mediadores inflamatorios y desarrollan neuroinflamacién al secretar un
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“complejo de histocompatibilidad mayor” y moléculas coestimuladoras, que

pueden activar respuestas antiinflamatorias (41).
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Figura 10. La isquemia cerebral induce la activacién de microglia y astrocitos que reaccionan
secretando citoquinas, quimioquinas, ROS y MMPs. Estos mediadores aumentan la expresion de
moléculas de adhesidn en las células endoteliales cerebrales, lo que promueve la adhesion e
infiltracion de los leucocitos derivados de la sangre (neutréfilos, macréfagos y linfocitos) en el
cerebro isquémico. Los leucocitos infiltrantes amplifican auin mas la respuesta inflamatoria cerebral
al segregar una variedad de mediadores proinflamatorios. Mientras tanto, las células
microglia/macréfagos activados y las células Ty, infiltradas también secretan algunos factores
neuroprotectores (por ejemplo, IL-10, TGF-B) que podrian suprimir la inflamacién postisquémica.
(Modificado de Jin R et al. 2013).

4.4 Muerte celular isquémica: necrosis y apoptosis

En el core isquémico la muerte celular ocurre por necrosis, caracterizada por
ser pasiva, incontrolada y muy rdpida, resultando en hinchazdén celular, rotura de
la membrana celular y desarrollo de una respuesta inflamatoria. Por el contrario,
en la zona de penumbra la muerte celular ocurre preferentemente por apoptosis
(42). El estado metabdlico previo, la localizacién en el cerebro, la intensidad vy el

tipo de agresién determinaran la ruta de muerte que sigan las células (43). Nos
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centraremos en la muerte celular apoptética, la cual acontece principalmente en

la penumbra isquémica.

La apoptosis es un tipo de muerte celular en el que tiene lugar un proceso
activo de sintesis de nuevas proteinas. Los componentes necesarios para la
sefializacion apoptética estan codificados genéticamente, y permanecen inactivos
hasta que determinados estimulos deletéreos los activan. Dicha activacion resulta

de la estimulacion de las denominadas “vias intrinseca y extrinseca” (44).

La via intrinseca estd mediada por sefiales celulares que convergen a nivel
mitocondrial como respuesta a diferentes condiciones de estrés. Estimulos
internos como el dafio genético irreparable, la hipoxia, el aumento en los niveles
de [Ca®™]; o situaciones de estrés oxidativo severas, dan lugar al inicio de esta
cascada (45). Especificamente, los reguladores centrales de esta via son un grupo
de proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2 y de los que depende la integridad
de la mitocondria. Se encargan de suprimir o promover los cambios en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, necesaria para la liberacion del
citocromo c y proteinas apoptéticas (46). La induccién de la apoptosis depende
del equilibrio entre dos clases de familias de proteinas: 1) anti-apoptdticas (Bcl-2,
Bcl-xL y Mcl-1), las cuales secuestran a los miembros pro-apoptéticos; y 2) pro-
apoptoéticas, que se dividen a su vez en dos subgrupos: a) Bax y Bak, los cuales
contribuyen directamente a la permeabilizacidon de la mitocondria; y b) PUMA y
Bad, que actlian como sensores inhibiendo a las proteinas anti-apoptdticas (46).
Por otro lado, la via extrinseca estd mediada por interacciones de receptores
transmembrana con determinadas sefiales celulares extracelulares como pueden
ser Ca™*, glutamato, NO, radicales libres, TNF-a, etc. La sefializacién de receptor-
ligando mas caracterizadas son: TNFR1-TNFa, FAS (CD95, APO-1)- FasL, TRAILR1
(DR4)-TRAIL, TRAILR2 (DR5)- TRAIL (45,47).
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Ambas vias convergen en la activacién de caspasa-3, dando lugar a
fragmentaciéon del ADN, degradacién del citoesqueleto y proteinas nucleares,
formacién de cuerpos apoptéticos y expresidon de ligandos especificos de células
fagociticas para su eliminacién (47). Este fendmeno se produce principalmente en
la penumbra isquémica, donde aln estd preservada la integridad celular y existe

energia disponible (42).

Una de las consecuencias de los diferentes estimulos nocivos mencionados es
la activacion de determinadas vias de seializacidon intracelular, en las que
intervienen diferentes mensajeros secundarios responsables de la transmisién de
las sefiales extracelulares al nucleo. Entre estos mensajeros se encuentran
proteina kinasas tales como “proteina kinasas activadas por mitégeno” (MAPKs),
“proteina kinasa A” (PKA), “proteina kinasa C” (PKC), y “proteina kinasa B” (PKB,
también denominada Akt). La familia de las MAPKs incluye a tres subfamilias: 1)
“kinasas reguladas por sefial extracelular 1 y 2” (ERK1/2); 2) “kinasas c-Jun N-
terminal 1, 2 y 3” (JNK1/2/3), también denominadas “proteina kinasas activadas
por estrés” (SAPK); y 3) MAPK p38. Estas kinasas inducen la expresion de los
denominados “genes de expresion inmediata” (IEGs) y la subsiguiente formacion
de determinados factores de transcripcién que regulan una gran variedad de
respuestas génicas y que son responsables bien de la degeneracién, bien de la

supervivencia neuronal secundaria a la isquemia (Figura 11) (48,49).
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Figura 11. Esquema ilustrativo de las vias de sefializacion MAPK/ERK1/2 y PI3K/Akt activadas tras la
unién de 17B-estradiol (E2) a sus receptores especificos (ER y GPER).

4.5 Evolucién temporal de la fisiopatologia del ictus isquémico

La evolucién del accidente cerebrovascular puede ser dividida en cuatro fases

(Figura 12).
- Fase hiperaguda: <12horas

En los ultimos afos, los resultados obtenidos en numerosos ensayos han
determinado esta fase por su importancia como ventana terapéutica para el
tratamiento, asi como la importancia de diagndstico clinico temprano gracias a la
rapida evaluacion de los sintomas mediante el uso de diferentes técnicas de

imagen (50,51).
- Fase aguda: 12-24 horas

Durante esta fase tiene lugar el aumento del edema citotéxico y de la [Ca*'];,

la activacidon de un amplio rango de enzimas (proteasas, lipasas y endonucleasas)
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y la produccién de ROS y RNS, que dan lugar al dafio de las membranas celulares,
el DNA y proteinas estructurales de las neuronas que en ultimo término dan lugar

a la muerte celular (43,50).

- Fase subaguda: 48 horas — 2 semanas

Debido a la rotura de la BBB y la destruccién de las células edematizadas, se
produce un incremento del edema vasogénico por incremento del fluido
extracelular. Aunque el edema comienza a desarrollarse de 18 a 24 horas, llega a
su punto maximo a las 48-72 horas. En esta fase pueden tener lugar
transformaciones hemorrdgicas debidas a una combinacion de dafio vascular,

reperfusion y permeabilidad alterada (50).

- Fase crénica: 2 semanas — 2 meses

Esta ultima fase comienza con la recuperacién de la BBB, la resolucion del
edema vasogénico y la limpieza del tejido necrético. Esta fase se caracteriza por
una atrofia local, gliosis, formacién de cavidades, y colapso del ventriculo
adyacente. También pueden observarse calcificaciones y deposicién de productos
de la sangre. En resumen, en esta fase tiene lugar la pérdida de tejido cerebral y

su correspondiente funcion (50).
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Figura 12. Evolucién temporal del ictus isquémico y las terapias asociadas segln la ventana

terapéutica. BCL: proteina de linfoma de células B; BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro;
PA: presidn sanguinea; Despol.: despolarizacion peri-infarto; EP: progenitores endoteliales (CD34+);

EPO: eritopoyetina; GCSF: factor estimulador de colonias de granulocitos; GF: factores de

crecimiento; GIuR2: receptor de glutamato (subunidad 2); HSCP: células madre hematopoyéticas
(CD34+); HSP: proteina de choque térmico; IL: interleuquina; IV: intravenoso; MSC: células madre

mesenquimales; NOS: NO sintasa; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.

5. Terapéutica del ictus

El ictus requiere de una intervencién inmediata, ya que el infarto se establece

de forma progresiva. Las aproximaciones actuales para el tratamiento del ictus se

presentan en la siguiente tabla (29):
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Restauracion del flujo sanguineo cerebral (FSC) (aguda)

- tPA intravenoso o intraarterial
- Trombectomia mecénica

- Ultrasonidos dirigidos guiados por resonancia magnética

Neuroproteccion (aguda)

- Hipotermia
- PSD-95
Terapia de reemplazo celular (recuperacion)

- Células madre enddgenas
- Células madre exdgenas

- Células madre inducidas

Modulacion de circuitos (recuperacion)

Estimulacion transcraneal mediante corriente directa

- Estimulacién magnética transcraneal
- Estimulacién optogenética
- Ultrasonidos dirigidos guiados por resonancia magnética

- Radioterapia estereotactica

Interfaz cerebro-maquina (recuperacion)

- Seiales corticales para inducir movimiento

- Seiales espinales para inducir movimiento

5.1 Restauracion del flujo sanguineo cerebral

Actualmente, el Unico tratamiento aprobado y eficaz del ictus isquémico
consiste en la recanalizacién y posterior reperfusién de las dreas afectadas, bien
por medios farmacolégicos o mecanicos. En 1995, el “National Institute of
Neurological Disorders and Stroke (NINDS)” realizé un estudio con agentes
especificos de fibrina capaces tanto de recanalizar como de provocar una mejora
clinica al ser administrados en las 3 primeras horas de aparicién de los sintomas.

En 1996, la FDA aprobdé el uso del “activador del plasmindgeno tisular
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recombinante” (rt-PA) para el tratamiento del ictus isquémico (25). Ensayos
posteriores han conseguido incrementar la ventana terapéutica hasta las 6 horas
desde el comienzo de los sintomas, lo que ha dado lugar a la definicién de la fase

hiperaguda (52,53).

Ademas de la trombolisis, se ha desarrollado un procedimiento para la
eliminacion mecanica del trombo por via endovascular, método denominado
“trombectomia mecdnica”. Su utilizacién esta indicada en aquellos pacientes que
no cumplen los criterios para la terapia trombolitica, o que acuden al hospital
superada la ventana terapéutica (54). La extraccion mediante los dispositivos de
segunda generacidn (“stent retrievers”) y el rt-PA pueden aplicarse incluso en
combinacion, duplicando la tasa de recanalizacién a las 24 horas sin aumentar el
riesgo de hemorragia intracerebral (55). Los ultimos ensayos multicéntricos
realizados intentan ampliar la ventana terapéutica hasta las 24 horas, aunque sdlo
un pequefio porcentaje de los pacientes (3%) son adecuados para el tratamiento
(56,57). Los avances en la trombectomia mecdnica ampliardn la ventana
terapéutica ofreciendo oportunidades para reconsiderar otras terapias, e. g.
agentes neuroprotectores, para mejorar los resultados funcionales a largo plazo

(54).

5.2 Neuroproteccién

Debido a que sélo un pequefio porcentaje (15%) de los pacientes de ictus es
susceptible de recibir los tratamientos endovasculares, y teniendo en cuenta
ademads que no todas las recanalizaciones son eficaces, la neuroproteccion ha

recibido un nuevo impulso (58).
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La neuroproteccion intenta minimizar el efecto nocivo de la isquemia a nivel
de la neurona o, desde el punto de vista clinico de los pacientes y médicos,
mantener el dafio cerebral por debajo del umbral de manifestacién de los
sintomas. Los neuroprotectores eficaces provocan una desaceleracion de la
muerte celular, atil para prolongar la ventana terapéutica y, por tanto, el manejo
del ictus (59). Sin embargo, aun no se ha conseguido trasladar los resultados
obtenidos en el laboratorio a la clinica. Parte del fracaso se debe a las estrategias
seguidas que pretendian bloquear los mecanismos deletéreos que llevaban a la
muerte rapida e irreversible que tiene lugar en el core. Sin embargo, estas
estrategias han ido cambiando en busca de una aproximacion mas realista, la de
interferir en los mecanismos moleculares implicados en que el area de penumbra
progrese a infarto (60). Es en este contexto donde el sistema estrogénico surge
como un posible tratamiento farmacolégico potencial como terapia coadyudante

en pacientes de ictus.

6. Sistema estrogénico

6.1 Esteroidogénesis

Las hormonas esteroideas se sintetizan en las génadas y en menor medida en
la corteza adrenal y otros tejidos y 6rganos periféricos tales como el tejido
adiposo y el cerebro. Todas ellas se sintetizan en una serie de pasos enzimaticos
consecutivos a partir del colesterol (esteroidogénesis). Estas hormonas
desempenan un papel crucial en funciones tan importantes como la regulacién de
la funcién reproductora, regulacién de los carbohidratos, respuesta inflamatoria,
respuestas de estrés y metabolismo dseo (61). Las hormonas esteroideas

gonadales incluyen a los andrégenos como la testosterona, los progestagenos
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como la progesterona, y los estrégenos como la estrona (E1), el 17B-estradiol (E2)

y el estriol (E3) (62).

A principios de los afos 70, con el descubrimiento de la presencia en el
cerebro de la aromatasa, enzima responsable de la sintesis de estradiol a partir de
la testosterona, y posteriormente la identificacidon de la maquinaria enzimatica de
sintesis de esteroides en el cerebro (Figura 13) (63), se acepta que las funciones
cerebrales de los esteroides no estan mediadas exclusivamente por las hormonas
esteroideas sintetizadas periféricamente y liberadas al cerebro tras cruzar la BBB,
sino que son sintetizadas de novo en el propio tejido neural. Por ello actualmente
reciben la denominacién de “neuroesteroides” (63,64). Las hormonas esteroideas
regulan importantes funciones cerebrales: desarrollo del sistema nervioso central
y periférico, regulacién de sistemas de neurotransmisores, conectividad sinaptica,
ramificacion dendritica y mielinizacion. También estan implicadas en procesos
cognitivos, emocidn, estado de animo y comportamientos sexual y social (65). Sin
embargo, su completo significado funcional en el cerebro aun esta por definir.

Colesterol
StAR

P4SOSCCJ/

Pregnenolona P450c17 > Dehidroepiandrosterona
SB—HSD\ 3B-HSD
P450arom
Prog ona P450c1/ > Androstenediona H Estrona

5'1“\/ 17B'H5D\l//]\ \l//l\nastn
Sa-dihidroprogesterona % Testosterona % 17B-estradiol

38-HSD
y

Alopregnanolona

Figura 13. Via de sintesis de los neuroesterdides. StAR: proteina reguladora esteroidogénica aguda;
P450scc: escision de la cadena lateral del citocromo P450; 3B-HSD: 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/D5-D4-isomerasa; P450c17: citocromo P450 17a-hidroxilasa/c17,20-liasa; 5aR:
esteroide  5a-reductasa; 3a-HSD: 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17B-HSD: 17pB-

29



hidroxiesteroide deshidrogenasa; y P450arom: citocromo P450arom. Los astrocitos expresan
P450scc, P450c17, 3B-HSD, 3a-HSD, 17B-HSD, 5aR y P450arom, produciendo pregnenolona (Preg),
progesterona, dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona, testosterona, allopregnanolonona
(Allop). Los oligodendrocitos expresan P450scc, 5a reductasa y 3B-HSD y producen Preg,
progesterona y Allop. Las neuronas expresan P450scc, P450c17, 3B-HSD, 5a-reductasa y P450arom y
producen Preg, DHEA, androstenediona, AlloP y E2 (Modificado de Rossetti et al. 2016)

E2 es probablemente la molécula simple mas potente en el organismo
humano, ya que exhibe un amplio abanico de efectos fisioldgicos practicamente
en todos los drganos, y parece utilizar mas vias de sefializacién que cualquier otra

molécula (66).

6.2 Receptores estrogénicos

Las respuestas celulares producidas por los estrégenos, particularmente 17p3-
estradiol, pueden atribuirse a la activacion de las dos isoformas clasicas de los
receptores estrogénicos (ERs): ERa y ERB, los cuales funcionan como factores de
transcripcién (63). Segun la teoria clasica, el dimero ligando-receptor se une a

|”

través del dominio de unién a DNA al “elemento de respuesta a estrégenos” (ERE)
en la region promotora de genes especificos, lo que resulta en el reclutamiento de
co-activadores y co-represores que activan o reprimen la transcripcidon génica,
respectivamente. Sin embargo, este mecanismo no explica las respuestas
celulares que se producen de manera inmediata tras su exposicion a E2 (Figura
14). Una posibilidad es que, a diferencia de lo que se postula en la teoria
gendmica cldsica, E2 sea secuestrado por un (o varios) ER asociado a membrana
capaz de transportar a la hormona a su través. Uno de los candidatos mas sélidos
es GPER (“G protein-coupled estrogen receptor”), receptor acoplado a la proteina

G cuya denominacion inicial fue la de GPER30, y cuya distribucién en el cerebro es

muy amplia (67-70). Por otra parte, y quizds de mayor relevancia, son las
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evidencias de que ERa y ERP también se expresan en la membrana plasmatica

(63,71).
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Figura 14. Mecanismos gendmicos y no gendmicos que median el efecto de 17B-estradiol. La union
de la hormona a los ERE (“elementos de respuesta al estrogeno) modula la transcripcion génica
(mecanismos gendmicos). La interaccion de la hormona con los receptores localizados en la
membrana plasmdtica activa determinadas vias de sefializacidn intracelular. La activacion de ambos
mecanismos, junto con el efecto antioxidante de la hormona, son los responsables de sus efectos
beneficiosos sobre la funcion celular.

7. Efectos beneficiosos de 17B-estradiol en enfermedades
neuroldgicas

Los efectos neuroprotectores de E2 han sido avalados por numerosas
investigaciones, y han sido objeto de diferentes revisiones (72,73). Estudios
epidemioldgicos sugieren que la aparicion tardia de los sintomas de la
enfermedad de Parkinson en mujeres, quizds sea debida a dichos efectos
neuroprotectores. También se ha sugerido que la reduccién de los niveles de
estrogenos tras la menopausia quizds sea la responsable de la mas alta

prevalencia y la mayor gravedad de la enfermedad de Alzheimer en mujeres que
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en hombres. Las evidencias obtenidas en modelos animales también confirman
los efectos neuroprotectores de 17B-estradiol. La inhibicién de aromatasa (enzima
que cataliza la conversidon de andrdgenos aromatizables en estrégenos) asi como
el empleo de ratones knock out para la aromatasa, reducen drasticamente los
niveles de 17B-estradiol, lo cual se asocia con la deposicidon alterada de la proteina

B-amiloide y cuadros mas severos en modelos de enfermedad de Alzheimer.

La ovariectomia (OVX) es un modelo animal de menopausia quirurgica
empleado ampliamente para el estudio del papel de los esteroides sexuales en la
neurodegeneracion y el envejecimiento. Es una prdctica estandar en los estudios
sobre la terapia hormonal (TH), ya que se tiene un mayor control sobre los niveles
plasmaticos de las hormonas sexuales. Diferentes estudios han demostrado que el
descenso de los niveles de estrégenos potencia los procesos neurodegenerativos
incrementando el dafio cerebral (74,75). Como confirmacion, el restablecimiento

de los niveles de estrégenos revierte el dafio cerebral (74,75).

En cuanto al ictus, Simpkins y colaboradores (1997) aportaron la primera
evidencia de que los estrégenos, concretamente 17B-estradiol, ejercia efecto
neuroprotector en el ahora popular modelo de oclusion de la arteria cerebral
media (“middle cerebral artery occlusion”, MCAQO) en roedores. Los autores
sugirieron que E2 podria ser de utilidad en la terapéutica del ictus. Como el mismo
grupo ha revisado recientemente, después de dos décadas de intensa
investigacion el efecto neuroprotector de E2 en modelos experimentales de ictus
isquémico agudo estd firmemente establecido (76). Sin embargo, el tratamiento
de determinados desérdenes neurolégicos, incluyendo el ictus, con estrégenos
exogenos esta lejos de ser factible, a lo cual han contribuido, entre otras causas,

las conclusiones del programa Women’s Health Initiative (WHI).
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7.1 El estudio Women’s Health Initiative (WHI)

El Women's Health Initiative (WHI) es un programa de salud nacional a largo
plazo que se desarrolla en los Estados Unidos de América, y que estd orientado a
la prevencion de la enfermedad cardiaca, el cancer de mama y colorrectal, y las
fracturas osteopordticas en mujeres postmenopdusicas. Lanzado en 1993, el
estudio WHI incluyé a 161.808 mujeres de edades comprendidas entre 50 y 79
afos en uno o mas ensayos clinicos aleatorizados, para determinar los efectos
sobre la salud de las siguientes intervenciones: 1) terapia hormonal (TH); 2)
modificaciones dietéticas; 3) suplementacion con calcio y vitamina D; 6 4) un
estudio observacional. Al final del estudio en 2005, se determind su extension
(2005-2010 y 2010-2020) como seguimiento de todas las mujeres que habian
expresado su consentimiento. Nuestro interés se centra en los estudios sobre los

efectos de la TH (77).

Como parte de la iniciativa WHI se han realizado dos estudios aleatorizados
para objetivar los riesgos y los beneficios de la TH. El primero incluyé alrededor de
16.000 mujeres postmenopdusicas tratadas con estrégenos equinos conjugados
(CEE) con acetato de medroxiprogesterona (MPA) o placebo. Después de un
seguimiento de 5 afios, el estudio hubo de interrumpirse por no poderse
confirmar los beneficios esperados, especialmente en lo que se refiere a la
prevencion de la enfermedad cardiovascular. El estudio reveld, por el contrario,
un mayor riesgo en el grupo de mujeres con mds de 20 afios desde la menopausia

al inicio del estudio (78).

El segundo estudio incluyé mujeres postmenopausicas histerectomizadas
tratadas Unicamente con CEE o placebo. Tras 7 afios de seguimiento, el estudio no

sélo no evidencié aumento alguno del riesgo coronario, sino que puso de
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manifiesto el aumento de riesgo de ictus (79). Los resultados de ambos ensayos
desaconsejaron el uso de la TH para la prevencion de las enfermedades crénicas
en mujeres postmenopausicas. No obstante, andlisis posteriores demostraron no
solo la interaccidn entre la aparicién de eventos coronarios y la edad de las
mujeres al inicio del tratamiento (la denominada “timing hypothesis”), sino
también el efecto perjudicial de la asociacion CEE-MPA sobre el riesgo de
enfermedad coronaria. De hecho, otros estudios post-WHI apoyan la seguridad de
la TH cuando se instaura de forma temprana en mujeres postmenopausicas sanas,
y han influido en las directrices recientes sobre la menopausia, incluyendo la
declaracion de la posicidon de la “North American Manopause Society” de 2017

(80).

Desde la perspectiva de las enfermedades neuroldgicas, los ensayos clinicos
incluidos en el WHI acerca del efecto de los estrégenos (combinados o no con
progestina) sobre el ictus, demencia y funcidon cognitiva, son probablemente los
mas amplios (27.341 mujeres reclutadas) realizados hasta la fecha. Un
metaanalisis de 29 articulos publicados en el marco del WHI concluye que el
tratamiento con estrégeno, sélo o en combinacidon con progestina, resulté en un
aumento del 50% del riesgo de ictus isquémico, y en un incremento del 76% del
riesgo de demencia en mujeres mayores de 65 afios. La conclusidon es que la TH
ejerce efectos adversos sobre el cerebro que se manifiestan en un mayor riesgo
de ictus y demencia (77,81). Una alternativa prometedora podria ser la utilizacion
de los denominados “moduladores selectivos de los receptores estrogénicos”

(SERMs).
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8. Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs)

El concepto SERM surgié de estudios preclinicos sobre tamoxifeno, una
molécula que mostraba actividad agonista sobre los receptores estrogénicos (82).
Los SERMs son compuestos, naturales o sintéticos, cuya indicacion es la de
prevenir y tratar las enfermedades derivadas de la deprivacion (quirdrgica o
natural) de estrégenos. El planteamiento subyacente es el de identificar moléculas
que reproduzcan el papel beneficioso de E2 y que carezcan de sus efectos
perjudiciales. ldealmente, un SERM debe demostrar efectos agonistas
(beneficiosos) en hueso (osteoporosis), cerebro (estado cognitivo) y sistema
cardiovascular (sintomas vasomotores, enfermedad coronaria) y efectos
antagonistas (neutros) en los tejidos mamarios y uterinos (cancer) (Figura 15)
(83). Entre los SERMs naturales, las isoflavonas derivadas de la soja (genisteina,
daidzeina, equol) han recibido una atencidn particular. Estudios previos de
nuestro grupo han demostrado que determinadas dietas basadas en la soja con
altas concentraciones de isoflavonas, asi como el uso individual de genisteina,
reduce el tamano del infarto cerebral en un modelo transitorio de MCAO (tMCAOQ)

en rata (84,85).
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Figura 15. Potencia agonista/antagonista relativa sobre los principales tejidos diana relacionados con
la menopausia, de diferentes SERMs con respecto a 17B-estradiol. La mayor potencia antagonista de
bazedoxifeno en endometrio y mama y sus efectos agonistas en hueso, le confieren el perfil
farmacoldgico mas favorable.

Por lo que respecta a los SERMs sintéticos, a mediados de 1970 se caracterizd
el primero de ellos, el tamoxifeno, indicado para el tratamiento del cdncer de
mama. Sin embargo, fue el raloxifeno el primer SERM en ser aprobado para el
tratamiento de la osteoporosis (Figura 16) (86). Diferentes estudios han
demostrado que los SERMs sintéticos tienen una accién neuroprotectora en
varios paradigmas de dafio neuronal incluido el ictus isquémico (89-91). Entre los
mecanismos de accién responsables de los efectos beneficiosos atribuidos a los

SERMs sintéticos, los mas relevantes son: 1) la regulacidn de la inflamacion; 2) la
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reduccion de la astrogliosis y de la activacidon microglial; 3) la prevencién de la
excitotoxicidad; y 4) la prevencion de la muerte neuronal. En condiciones
patoldgicas, los mecanismos de accién de los SERMs implican la activacion de los
ER y las dos vias anteriormente mencionadas: la genémica y la no gendmica. Se
desencadenan entonces sefiales neuroprotectoras tales como el aumento de
antioxidantes o la activacion de las vias de supervivencia mediadas por kinasas
(90). A pesar de los avances en el conocimiento de las vias activadas por los
SERMs, sus mecanismos de accidon aun no se conocen enteramente y se han
suscitado algunas controversias. No obstante, el desarrollo de SERMs con mejor
perfil farmacoldgico no se ha detenido, y fruto de esta actividad es la aparicion de

nuevos SERMs como el bazedoxifeno.

1967 |- Clomifeno: primer SERM
aprobado

1977 |- Tamoxifén: SERM de primera
generacién aprobado

Tamoxifén
Q HiC  OH
1996 | — Toremifeno (aprobado) . /(:(g§
HO
1997 | - Raloxifeno: SERM de segunda Raloxifeno 17B-estradiol

generacidn aprobado

2013 |- y Ospemifeno:

SERMs de tercera generaci6n
aprobados

e
PosSes

Bazedoxifeno

Figura 16. Cronograma del desarrollo y estructura quimica de los principales SERMs con aplicaciones
en la clinica.
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9. Bazedoxifeno

El acetato de bazedoxifeno (BZA) es el primer SERM de tercera generacién
aprobado para el tratamiento de la osteoporosis postmenopausica en la UE y
Japdn (91). Ensayos clinicos previos con esta molécula han puesto de manifiesto
efectos beneficiosos en la densidad ésea y marcadores de recambio dseo con
ligera estimulacion o sin ella en tejido mamario y endometrial (92). Debido a su
perfil preclinico favorable, BZA ha sido seleccionado para terapia conjunta con

estrogenos conjugados como nueva opcion para la TH libre de progestina (93).

Al igual que el estradiol, BZA también es un ligando con gran afinidad por los
receptores estrogénicos ERa y ERPB, siendo un inhibidor competitivo del estradiol.
Por ser estructuralmente diferente de otros SERMs; muestra un perfil Gnico
especifico de tejido de la actividad de los receptores estrogénicos (94).
Dependiendo del tejido, BZA posee efectos agonistas o antagonistas, efectos
atribuibles a su afinidad por cada receptor estrogénico, su cambio conformacional
y la diferencia de distribucién de los receptores en cada tipo de tejido (95-97). Sin
embargo, posee menos efectos secundarios que las terapias conjugadas con

estrégeno.

Diversos estudios especificos en el tejido neuronal mostraron que BZA
previene la pérdida neuronal en el hipocampo de ratas expuestas al acido kainico
(98), disminuye la respuesta inflamatoria de los astrocitos expuestos a
lipopolisacdridos (99), y atenua la discapacidad cognitiva en ratas con dafio
cerebral traumatico por su accién anti-inflamatoria bloqueando la via de

sefnalizacion de las MAPK (100).
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Hipotesis y objetivos






Aunque los tratamientos endovasculares (trombolisis y trombectomia)
constituyen el tratamiento de eleccidn en la fase hiperaguda del ictus isquémico,
sus limitaciones han evidenciado la necesidad de proporcionar simultdaneamente
protecciéon farmacolégica frente al dafio inducido por isquemia-reperfusion
(“neuroproteccion coadyuvante”). En este contexto, los efectos neuroprotectores
de la hormona 17B-estradiol (E2) han sido puestos de manifiesto en modelos
experimentales de dano neurolégico, incluido el ictus isquémico. Sin embargo, su
accion feminizante y sus efectos adversos a largo plazo determinan que su uso en
humanos sea inviable. Los farmacos “moduladores selectivos de los receptores
estrogénicos” (SERMs), concretamente bazedoxifeno (BZA), podria constituir una
alternativa de interés por estar desprovisto de los efectos indeseables de E2, pero
manteniendo sus propiedades beneficiosas. La hipdtesis que se plantea, por lo
tanto, es la siguiente: “BZA es un neuroprotector tan eficaz como E2, pero con un
perfil farmacoldgico mds favorable, en el ictus isquémico agudo con reperfusion
cuando se administra simultaneamente con la eliminacién mecdnica del coagulo
oclusor. Este efecto neuroprotector se mantiene incluso en una situacion mds
desfavorable como es aquella en la que concurre uno de los principales factores

de riesgo en el ictus: la diabetes”.

Los objetivos que se plantean son los siguientes:

1.- Analizar la influencia de la diabetes mellitus (DM) sobre la perfusidn
cerebrocortical asi como sobre la fisiologia basica de la isquemia-reperfusion, en
el modelo de oclusién transitoria de la arteria cerebral media (tMCAQO) mediante

la técnica del filamento intraluminal en rata.

2.- Analizar la influencia de la DM sobre el dafo cerebral inducido por
isquemia-reperfusién en términos de valoracidon neurofuncional y volimenes de

infarto y edema cerebrales.
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3.- Evaluar comparativamente los efectos de BZA y E2 sobre el dafio cerebral
inducido por isquemia-reperfusién en los términos de valoracidn neurofuncional y
voliumenes de infarto y edema cerebrales, en condiciones de normoglucemia y

DM.

4.- Analizar el posible efecto de BZA y E2 sobre la expresion de receptores
estrogénicos ERa, ERB y GPER en condiciones de normoglucemia y DM, como
mecanismo presuntamente implicado en el efecto neuroprotector de ambos

ligandos estrogénicos.

5.- Analizar el posible efecto de BZA y E2 sobre la actividad de las vias de
supervivencia celular, MAPK/ERK1/2 y PI3K/Akt, en condiciones de
normoglucemia y DM, como mecanismo presuntamente implicado en el efecto

neuroprotector de ambos ligandos estrogénicos.
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Material y Métodos






1. Animales de experimentacion

Para este estudio se han empleado ratas Wistar macho de 300-350 g de peso
(Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia). Las condiciones de estabulacién y
los procedimientos experimentales utilizados se aprobaron por el Comité de Etica
en Experimentacién Animal del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe de
Valencia, respetando la normativa espafiola (RD 53/2013) que regula el uso de
animales en la investigacién cientifica. Todos los animales se mantuvieron
estabulados en ciclos de 12 h luz/oscuridad, con agua y comida ad libitum a

excepcion del periodo de ayuno requerido para la induccidn de la diabetes.

2. Modelos experimentales

2.1 Modelo de isquemia cerebral focal transitoria en rata

La preparacién del modelo se lleva a cabo en dos dias consecutivos. En el
primer dia, el animal se anestesia mediante inyeccion i.p. de 5 mg/kg de diazepam
y 100 mg/kg de ketamina, y ademds se le proporciona analgesia mediante
inyeccidon s.c. de 0,1 mg/kg de buprenorfina. A continuacién, se coloca en
decubito prono en un marco estereotaxico (Kopf Instruments, mod. 900) y se
realiza una incisién longitudinal en la linea media de la cabeza para la separacion
de la piel y el periostio y exposicidon del craneo. Con la ayuda de un microscopio
quirargico se realizan una serie de trépanos para colocar el soporte de la sonda
laser-Doppler: un trépano de 1 mm de diametro situado 2 mm posterior a bregma
y 3,5 mm a la derecha de la sutura sagital (coordenadas para la sonda LDF), y
otros dos trépanos (T) de 0,8 mm de didmetro, uno situado 2,5 mm posterior a

LDF, y otro situado 2 mm posterior a bregma y 1 mm a la izquierda de la sutura
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sagital en los cuales se enroscan sendos minitornillos de acero inoxidable (Fine
Science Tools) (Figura 17). Sobre el trépano LDF se coloca un cono de aguja de 21
G truncada y limada que servird de guia para insertar la fibra dptica que se
conecta a la sonda laser-Doppler, lo cual permite registrar la perfusién
cerebrocortical (flujo laser-Doppler, LDF). El cono se fija al crdneo con cemento
dental aprovechando el anclaje que ofrecen los tornillos. Finalmente se sutura la

herida, se recupera al animal de la anestesia y se estabula.

Figura 17. Diagrama de localizacién del soporte de la sonda LDF y tornillos de fijacién. LDF: soporte
para la sonda laser-Doppler; T: tornillos de fijacion.

En el segundo dia, el animal se anestesia con una inyeccion i.p. de la misma
mezcla litica a la que se afiade sulfato de atropina (0,3 mg/Kg) para permitir la
intubacién orotraqueal con una cdnula de 16 G. Al animal se le proporciona
ademas proteccién analgésica mediante inyeccién s.c. de buprenorfina (0,1
mg/kg). Una vez intubado el animal, se posiciona en decubito supino en la mesa
quirurgica y se conecta a un ventilador mecanico (Harvard Rodent Ventilator,
mod. 683). La anestesia se mantiene con una mezcla de 0,5-1 % de sevofluorano
en N,O y O, (70:30, respectivamente), un volumen corriente de 2,5 ml y una
frecuencia respiratoria inicial de 55-60 ciclos/min. Bajo estas condiciones se

monitorizan los siguientes parametros: perfusion cerebrocortical (PC), presién
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arterial sistémica (PAS), temperatura corporal, presién parcial de oxigeno arterial
(Pa0,), presidon parcial de didxido de carbono arterial (PaCO,), pH arterial y
glucemia. La proporcion de gases y frecuencia respiratoria se regulan en la fase

inicial hasta alcanzar los valores fisioldgicos.

Para la monitorizacidon de la PC, la fibra éptica (mod. MT B500-0 L120,
Perimed AB) se aloja en su correspondiente guia, avanzando su extremo hasta
gue establece contacto con la corteza cerebral. El otro extremo se conecta a una
sonda laser-Doppler (Probe 418, Perimed AB), conectada a su vez a un medidor
laser-Doppler (Periflux 4001 Master, Perimed AB). La temperatura corporal se
mide mediante una sonda rectal conectada a una manta calefactora
homeotérmica y se mantiene a 37 °C durante todo el experimento. Para el
registro de la PAS se introduce un catéter de 0,9 mm de didmetro externo
(Vasocan® Brauntle®, Braun Medical S.A.) en la arteria femoral izquierda, el cual
se conecta, a través de una cupula (Hewlett-Packard Medical Products Group,
mod. 1295C), a un transductor de presion (Hewlett-Packard Medical Products
Group, mod. 1290C), y éste a un medidor de presién arterial (Stoelting mod.
50110). El catéter femoral permite obtener muestras de sangre arterial (0,2 mL)
para monitorizar PaO,, PaCO, y pH con un analizador de gases (ABL™S,
Radiometer Medical A/S) y de glucemia (Glucometer Elite®, Quimica Farmacéutica
Bayer) en tres momentos del procedimiento: antes (valor control), durante (valor
representativo de la isquemia) y después (valor representativo de la reperfusién)
del episodio de isquemia-reperfusion. Las sefiales de PC, PAS y temperatura
corporal son digitalizadas (PF 472, Perimed AB) y enviadas a un ordenador
equipado con un programa de adquisicion y almacenamiento de datos para su

posterior analisis (Perisoft v5.10, Perimed AB).
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Una vez monitorizados los pardmetros se procede a la oclusion de la arteria
cerebral media mediante la técnica del filamento intraluminal (101),

esquematizada en la Figura 18.

ACM
#
AB
APP
ACI
ATS ligaduras ..'J
AO ia i
ACE ‘
clips incision

Filamento

ACC de nailon (4/0)

Figura 18. Anatomia vascular de la zona ventral derecha del cuello y secuencia quirargica de la
técnica del filamento intraluminal. La linea discontinua delimita el campo quirdrgico. 1. Arteria
basilar (AB); arteria carétida comuin (ACC); arteria carétida externa (ACE); arteria cardtida interna
(ACI); arteria cerebral media (ACM); arteria occipital (AO); arteria pterigopalatina (APP); arteria
tiroidea superior (ATS); poligono de Willis (PW). 2. Termocoagulacidn y seccidn de las ramas de la
ACE; ligadura y seccion de la ACE; colocacién de clips microvasculares para impedir el flujo
sanguineo y realizacion de una incisiéon en la ACE. 3. Retirada de los clips microvasculares e
introduccion de la sutura de nilén con la cabeza redondeada hasta la base de la ACM en el poligono
de Willis.

Para la exposicion de la arteria cardtida comun derecha se practica una
incisiéon longitudinal en la linea media ventral del cuello y posteriormente se
separan, por diseccién roma, los musculos omohioideo y esternohioideo de las
glandulas submaxilares. A continuacién, se disecan las arterias carétida comun y
carétida externa y se termocoagulan las dos primeras ramas de la ultima: la

arteria tiroidea superior y la arteria occipital. Por encima de estas ramificaciones
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se colocan dos ligaduras y se corta la arteria carétida externa entre ambas,
dejando un muiidn. Se diseca la arteria cardtida interna, separandola del nervio
vago y del cuerpo carotideo hasta visualizar la bifurcaciéon donde surge la arteria
pterigopalatina, la cual se liga en su parte distal. A continuacién, se colocan dos
clips microvasculares, uno en la arteria carétida comin y otro en la arteria
cardtida interna, interrumpiéndose momentaneamente el flujo sanguineo, y se
realiza una pequena incisién en el extremo distal del mufién de la arteria carétida
externa. El siguiente paso es introducir un filamento de nilén (4/0) con la punta
redondeada (por acercamiento a una fuente de calor); que avanza hasta la arteria
cerebral media en su origen en el poligono de Willis. Después de comprobar que
el filamento se encuentra en la luz arterial se coloca una ligadura para evitar el
sangrado por la incisién, se retiran los clips y se restaura la circulacién normal de

la sangre.

Tras 5-10 min de registro se realiza la extraccién de la primera muestra de
sangre arterial (muestra control) y, si procede, se modifican los parametros
ventilatorios. De este modo se obtienen los valores basales para todas las
variables. A continuacion, se hace avanzar el filamento hasta que el registro de PC
sufre un brusco descenso, indicativo de la oclusién de la ACM. La oclusion se
mantiene durante 60 min, extrayéndose una nueva muestra de sangre arterial
(muestra de isquemia) inmediatamente antes de retirar el filamento. Tras ésta
maniobra tiene lugar la recuperacion de los valores de PC, indicativa de la
reperfusion cerebral. Tras 30 min de reperfusion se extrae una nueva muestra de
sangre arterial (muestra de reperfusion). Por ultimo, se extrae el filamento y el

catéter femoral, se suturan las heridas y se estabula el animal.
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2.2 Modelo de diabetes en rata

Tras un ayuno de 24 horas, se induce la diabetes mediante inyeccion
intraperitoneal del tdxico selectivo de las células B-pancreadticas, estreptozotocina
(STZ) (40 mg/kg). Los animales permanecen estabulados durante cuatro semanas
en las que se les realizan controles de peso y glucemia semanalmente, partiendo
de unos valores medios de glucemia de 102,6+58,9 mg/dl y peso de 306,5+21,3 g.
Tras 4 semanas los animales alcanzaron 322,5+32,1 g de peso y una glucemia

media de 449+137,8 mg/dl.

3. Protocolos experimentales en el modelo de isquemia cerebral
focal transitoria en rata

3.1 Determinacién de la cinética de BZA y E2: niveles plasmaticos

Con el fin de establecer la dosis adecuada para el tratamiento con BZA y E2,
se realizaron mediciones de su concentracidn plasmatica a diferentes tiempos. Se
establecieron cuatro grupos experimentales, dos para cada tratamiento, a los que
se les administré una Unica dosis subcutanea seguida por la implantacion
intraperitoneal de una bomba osmoética (Alzet modelo 2ML1 con una tasa de
bombeo de 10 pl/h, Durect Corp., Cupertino, CA, USA). Las dosis estudiadas en los
grupos son: 1) bomba osmatica con E2 100 pg/kg (n=6); 2) bomba osmdtica con
E2 100 pg/kg + bolo subcutidneo E2 30 pg/kg (n=3); 3) bomba osmética con BZA 1
mg/kg + bolo subcutdneo BZA 1 mg/kg (n=4); y 4) bomba osmética con BZA 1
mg/kg + bolo subcutaneo BZA 3 mg/kg (n=4).

Las muestras de plasma se obtienen a 0, 30 min, 2, 4, 8 y 24 h tras la

implantacion de la bomba osmdtica, mediante catéter intravenoso en la vena
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caudal. Las concentraciones de E2 se determinaron mediante el procedimiento
IMMULITE 1000 estradiol (Siemens Healthcare Espafa, Getafe, Madrid, Espafia).
Por otro lado, las concentraciones plasmaticas de BZA se determinaron mediante
la técnica cromatografia liquida-ionizacidon por electrospray-espectrometria de

masas (LC-ESI-MS) (Figura 19).
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Figura 19. Perfiles plasmaticos concentracion-tiempo. A) 17B-estradiol (E2) de los grupos bomba 100
ug/kg (n=6) y E2 bomba 100 pg/kg + bolo 30 pg/kg (n=3). B) BZA de los grupos bomba 1 mg/kg +
bolo 1 mg/kg (n=4) y BZA bomba 1 mg/kg + bolo 3 mg/kg (n=4). Los valores se representan como la
media + EEM.

Puesto que E2 y BZA se disuelven en 100% de dimetilsuféxido (DMSO) (1
mg/ml stock), los animales de los tres grupos experimentales recibieron la misma
cantidad de DMSO: 1 mg/kg en el bolo inicial, mas 10 pl/h durante 24 h mediante

la bomba osmética. Esto representa un total de 500-600 pl.

Finalmente, las dosis seleccionadas para el tratamiento fueron para BZA 1
mg/kg en la bomba osmdtica mas inyeccion de bolo subcutaneo 3 mg/kg, y para

E2 100 pg/kg en la bomba osmadtica mas inyeccién de bolo subcutaneo 30 pg/kg.
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3.2 Grupos experimentales

3.2.1 Criterios de exclusion

Para este estudio se utilizaron 259 ratas Wistar macho, que fueron
distribuidas de manera aleatoria en seis grupos experimentales: 1) 48 ratas
control, NG; 2) 34 ratas tratadas con BZA, NG; 3) 35 ratas tratadas con E2, NG; 4)
41 ratas control, DM; 5) 36 ratas tratadas con BZA, DM y 6) 44 ratas tratadas con
E2, DM.

Los criterios de exclusién asi como el numero final de animales incluidos en

cada grupo se recogen en la Tabla 1.

1. Tras la inyeccidn de STZ los niveles de glucosa pasados tres dias son
inferiores a 300 mg/dl.

2. Al introducir el filamento la PC experimenta un descenso inferior al 50%
del nivel basal, o no se mantiene estable durante los 60 min.

3. Alretirar el filamento la PC no recupera los valores control.

4. Muerte del animal antes de la finalizacidn del procedimiento (24 h).

5. Pese a un patrdén correcto de isquemia-reperfusion, no se observa infarto

cerebral con la técnica del TTC (cloruro 2,3,5-trifeniltetrazolio).
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Tabla 1. Criterios de exclusién aplicados a los diferentes grupos experimentales,

con las correspondientes “n” inicial y final.

1 Grupo Inicial 2 3 4 5 Final
@ Control 48 6 6 8 5 23
(8]
€
S
% 117 - BZA 34 1 6 1 3 23
12)
£
o
2 E2 35 5 5 7 0 18
Control 41 4 3 12 2 20
(7]
©
-
?g 142 21 BZA 36 1 5 5 2 23
©
2
E2 44 1 3 13 7 20

3.2.2 Disefio del estudio

El disefio del estudio para cada uno de los grupos, normoglucémico vy

diabético, se ilustra en la Figura 20 y la Figura 21, respectivamente.

Una hora previa a la induccién de la isquemia se administré el tratamiento
asignado a cada uno de los animales mediante un bolo subcutaneo e implantacidn
simultanea de bomba osmatica Alzet intraperitoneal, de acuerdo a las siguientes

dosis: 1) bolo subcutdneo BZA (3 mg/kg) + BZA (1 mg/kg, bomba osmdtica); 2)

53



bolo subcutdneo E2 (30 pg/kg) + E2 (100 pg/kg, bomba osmética); y 3) bolo
subcutdaneo DMSO (100 %) + DMSO (100 %, bomba osmatica).

A continuacidn, se indujé la isquemia-reperfusiéon durante 60 min. Tras 24 h
se realizd la valoracidon neurofuncional, y los animales fueron eutanasiados

siguiendo el protocolo adecuado en cada caso, para la obtencién del cerebro.

ﬁ Implantacién de la bomba osmética y bolo subcutdneo

/_, —& Tratamiento:
— gb - Excipiente (DMSO)
™ et -BZA
2 - 17B-estradiol
2
3> . . .
ﬁ Isquemia cerebral focal transitoria
Ty . fusis | | Fragmentacion ADN (TUNEL)
( j\_:;;* \&, TEJI 0 con perfusion terminal Inmunofluorescencia
Tejido
3 histologia
3 5
5 .. S Tejido congelado en fresco % Marcaje caspasa-3
Reperfusion o
s 2ah g
_ = % 3 .
rj\ & 2 9 Eutanasia
- g
E Daiio cerebral
g‘ - Volumen de infarto/edema cerebral (TTC)
[N Tejido - Expresién caspasa-3 (WB)
fresco Vias de supervivencia

-PI3K/MAPK (WB)
Receptores estrogénicos
- Expresién de ERa, ERP y GPR30 (WB y PCR)

Figura 20. Cronograma de los protocolos para el estudio del efecto neuroprotector de BZA 'y E2 en
ratas Wistar macho normoglucémicas.
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Induccion de la diabetes (STZ)
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=8 Tejido - Expresion caspasa-3 (WB)
fresco Vias de supervivencia

-PI3K/MAPK (WB)
Receptores estrogénicos
- Expresion de ERa, ERP y GPR30 (WB y PCR)

Figura 21. Cronograma de los protocolos para el estudio del efecto neuroprotector de BZA y E2 en
ratas Wistar macho diabéticas.

3.3 Evaluacion del dafo cerebral isquémico

3.3.1 Valoracion del estado neurofuncional

La afectacién neuroldgica del animal se evalia mediante un test que permite
cuantificar de 0 a 9 el grado de deterioro neurofuncional, siendo 0 ausencia de
afectacién y 9 afectacion maxima. El test se basa en la observacién de las

siguientes respuestas con sus correspondientes puntuaciones:

e Desplazamiento/exploracion:
0.- Normal
1.- Desplazamiento sin exploracion
2.- Desplazamiento sélo al estimular o no se desplaza en absoluto
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e Deriva a laizquierda:
0.- Nunca
1.- Al elevar por la cola (hacia adelante y hacia atras)
2.- Espontaneamente
3.- Peonza (giro sin desplazamiento)
e Sujecidn de la pata delantera izquierda:
0.- No permite
1.- Permite con resistencia
2.- No opone resistencia
e Reflejo paracaidas (extensién de las patas delanteras al simular una caida
libre, manteniendo al animal sujeto por la cola):
0.- Simétrico
1.- Asimétrico
2.- Pata izquierda retraida hacia el cuerpo

3.3.2 Calculo del volumen de infarto y edema cerebrales

El volumen de infarto se determina mediante tinciéon con cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) (102). Esta sal hidrosoluble alcanza la mitocondria y, en
tejidos sanos, se reduce adquiriendo una coloracion roja. En tejidos donde la
actividad mitocondrial estd comprometida, como el tejido cerebral infartado, el
TTC no llega a reducirse, por lo que no se produce coloracidn alguna. En primer
lugar, el animal se anestesido mediante inyeccion intraperitoneal de una mezcla de
clorhidrato de ketamina (100 mg/Kg) y diazepam (5 mg/Kg) y se sacrificd por
inyeccidn intracardiaca de una solucion de KCl (200 mg/Kg). Rapidamente se
extrajo el cerebro, se sumergié en solucion salina fisioldgica fria (4 °C) durante 5
min y se cortd en secciones coronales de 2 mm de grosor con un cortador de
tejido (Stoelting mod. 51425). Se obtuvieron 7 secciones que fueron incubadas
durante 10 min a 37 °C en una solucion de TTC al 2% en salino fisiolégico y se
fijaron durante 24 h en una solucidn de formaldehido al 10% en tampdn fosfato

sédico (PBS; 0,1 M, pH 7,4). Posteriormente, se fotografiaron con una camara
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digital (Olympus C-5050, Olympus Optical Co.LTD) ambas caras de cada seccién y
se cuantificé el area de infarto, diferenciando las regiones corticales de las
subcorticales, con la ayuda de un software de analisis de imagen (software
desarrollado por el Prof. Mateo Buendia del Departamento de Fisiologia de la
Universitat de Valéncia). Para excluir los efectos del edema, el area de infarto se
corrige con el indice de edema que resulta de multiplicar dicha area por la
relacidn entre el area total del hemisferio contralateral y el ipsilateral. El volumen
de infarto cortical y subcortical (mm?®) se calcula sumando las dreas de infarto
corregidas de las dos caras de cada seccién y multiplicando esta suma por el
grosor de la seccion (2 mm). El volumen de infarto total corresponde a la suma de
los volumenes de infarto cortical y subcortical y se calcula el porcentaje de tejido
infartado respecto al tamano total del hemisferio contralateral. Por ultimo, se
obtienen los valores de edema mediante la resta entre los valores brutos y los

corregidos.

3.4 Técnicas de analisis histologico
3.4.1 Preparacion del tejido

Para el estudio histoldgico se realizé perfusidn intracardiaca bajo anestesia,
con solucién salina (0,9%) mas heparina (1%) seguida de paraformaldehido (PFA)
al 4%. Una vez concluida la perfusidn se extrajo el cerebro el cual se post fijo por
inmersién durante 24 h en el mismo fijador. Pasadas 24 h se realizaron lavados en
tampon fosfato (PB) 0,1 M pH 7,4, y las muestras se crioprotegieron en sacarosa al
30% durante 24-48 h a 4 °C, para posteriormente encastrarlas en OCT (VWR) y
congelarlas. Con el micrétomo (Microm HMA440E) se realizaron cortes coronales

de 50 um en 6 series, que se mantuvieron en flotaciéon con PBS-azida hasta su uso.
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Por otro lado, para el estudio funcional de la caspasa-3 se utiliza tejido sin
fijar por lo que, previa anestesia del animal, se sacrificd por inyeccién
intracardiaca de cloruro potasico (200 mg/kg), se extrajo el cerebro, y se congeld
en metilbutano (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) enfriado a -40 °C con nitrégeno
liguido. Se cortaron secciones coronales de 18 um de grosor, de la zona ubicada
entre 0,2 y -1,8 mm desde bregma. Los cortes se depositaron sobre portas

gelatinizados y conservaron a -80 °C hasta su utilizacién.

3.4.2 Fragmentacion de DNA: deteccion de apoptosis por el método

de TUNEL

El método de TUNEL se ha utilizado para estudiar la fragmentacién de DNA
apoptdtico. Consiste en marcar, con nucleétidos modificados, el extremo libre 3°-
OH de los fragmentos de DNA de las células apoptéticas, mediante una reaccion
enzimatica catalizada por la enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT).
Utilizamos el kit “In situ cell death detection kit TMIR red” (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Alemania), en el cual se utiliza tetrametil-rodamina-
dUTP para marcar directamente los fragmentos de DNA con fluorescencia de

color rojo.

Cada seccidn se incubd con Tritén X-100 (0,1%) vy citrato sddico (0,1%), para
permeabilizar y desenmascarar el antigeno, tras lo cual se incubé con 50 uL del kit
de TUNEL durante 1 h a 37 °C en ambiente humedo. Posteriormente, las
secciones se incubaron con 50 pL de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI; 1:5.000,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) para marcar los nucleos
celulares vy, finalmente, se montaron con ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific)
y se dejaron secar durante toda la noche en oscuridad. Posteriormente las

secciones se visualizaron al microscopio de fluorescencia (LEICA DM 4500B) y se
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adquirieron imagenes para su analisis. Se cuantific6 mediante el programa Image

J, el nimero de células TUNEL+ respecto a células tefiidas con DAPI.

3.4.3 Cuantificacion de la actividad caspasa-3

En este caso se utilizd el “APO LOGIX™ carboxyfluorescein (FAM) caspase
detection kit” (Cell Technology, Fremont, CA, USA). El kit contiene FAM-DEVD-
FMK, un andlogo con carboxifluoresceina (FAM) del péptido modificado DEVD-
fluorometilcetona (DEVD-FMK), inhibidor selectivo de caspasa-3. El reactivo FAM-
DEVD-FMK entra en las células y se une irreversiblemente a caspasa-3 activada,

visualizandose de color verde al microscopio de fluorescencia.

Cada seccidn se incubé con 50 pL de FAM-DEVD-FMK (1,5X) durante 2 horas
a 37 °C en ambiente humedo, se lavd 3 veces con el correspondiente tampdn
(wash buffer, 1X), se fijé con PFA 4% durante 1 h con 100 plL de la solucion
correspondiente, se montd con ProLong Gold (Thermo Fisher Scientific) y se dejo
solidificar durante la noche en oscuridad. Posteriormente las secciones se
visualizaron al microscopio de fluorescencia (LEICA DM 4500B) y se adquieron
imagenes para su analisis. Se cuantificé mediante programa Image J, la intensidad

de fluorescencia respecto al area de la imagen.

3.4.4 Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon para determinar la
localizacidon celular de los antigenos de interés mediante el uso de anticuerpos

altamente sensibles y de gran especificidad.

Se emplearon muestras de tejido fijado que se incubaron con tampdn citrato

sodico pH 6 durante 30 min a 80 °C para desenmascarar el antigeno; para
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bloguear las uniones inespecificas se empleé un tampdn de bloqueo (PBS al 75%,
5% de BSA (seroalbumina bovina), 10% de saponina al 0,2% y 10% NGS (normal
goat serum)). Posteriormente, dichas muestras se incubaron durante toda la
noche con los anticuerpos primarios en cdmara hiumeda a 4 °C (Tabla 2). Tras la
incubacién se lavaron las muestras con PBS frio. A continuacion, el anticuerpo
secundario con un fluorocromo conjugado se diluyé 1:200 en el tampdn anterior y
la muestra se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Para el
marcaje de los nucleos, las muestras se incubaron las muestras 5 min con DAPI
1:5.000 (Thermo Fisher Scientific). Por ultimo, las muestras se montaron con
medio de montaje (Prolong Gold Antifade Mountant, ThermoFisher Scientific).
Una vez secas las preparaciones se visualizaron con microscopio de fluorescencia
(LEICA DM 45008, Leica Microsystems, Barcelona, Spain), equipado con sistema

de andlisis de imagen (LEICA DFC 300 FX camera con LEICA application suite V4).

Tabla 2. Relacién de anticuerpos primarios y sus diluciones utilizados para la

deteccién por inmunofluorescencia

Proteina diana Dilucion  Especie origen Proveedor
Receptor estrogénico a 1:400 Policlonal conejo Abcam
Receptor estrogénico 1:250  Policlonal conejo Thermo Scientific

GPER30 1:200  Policlonal conejo Abcam

3.5 Andlisis de la expresion de genes mediante PCR cuantitativa

3.5.1 Aislamiento de RNA

Para el andlisis de expresidon génica (seccidén de cerebro entre 0,2 y -1,8 mm

desde bregma), se extrajo mRNA homogenizando las muestras con reactivo
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TRIZOL (Sigma-Aldrich), mediante protocolo sugerido por la casa comercial. Las
muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min, la fase superior se recogié y
mezclé con cloroformo para centrifugar de nuevo; la fase acuosa se mezcldé con
isopropanol para la precipitacién de RNA. El RNA se eluyé con 50 ul de agua libre
de RNAsas. La pureza del RNA aislado se valoré por espectrofotometria, midiendo
la absorbancia de los acidos nucleicos a 260 nm y del material proteico a 280 nm.
El cociente entre los dos, A260/A280, se utilizd6 como indice de la contaminacion
de la muestra proteica. EI RNA se considera puro cuando la ratio esta

comprendido entre 1,8 y 2 (103).

3.5.2 Retro-transcripcion y amplificacion del RNA

Para el estudio de la expresion de los genes de interés, una vez extraido el
RNA mensajero (mRNA) total, se realizé una retrotranscripcién para obtener su

DNA complementario (cDNA).

Para realizar la retrotranscripcion de RNA a cDNA son necesarias un tipo de
DNA polimerasas particulares llamadas transcriptasas inversas o
retrotranscriptasas. Las enzimas utilizadas proceden de algunos retrovirus, que
son virus que presentan RNA como genoma, en lugar de DNA. El kit que se utilizé
es RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit® de Thermo Scientific
(Waltham, USA) a 42 °C durante 50 min, utilizando como cebadores hexameros

aleatorios. Para inactivar la enzima se incubd la muestra a 70 °C durante 15 min.

3.5.3 Analisis de DNA complementario por PCR cuantitativa

Posteriormente, mediante PCR se amplificaron 10 ng de cDNA utilizando
cebadores (“primers”) para cada uno de los genes. Todas las muestras se

procesaron por triplicado y se trataron de forma simultanea.
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La expresion de los genes se cuantificd mediante andlisis por PCR en tiempo
real (RT-qPCR) utilizando un termo-ciclador con un sistema de deteccidon de
fluorescencia iQTM5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,

California, EEUU). Como gen de referencia se utilizé Rplp0 (Tabla 3).

Las condiciones de amplificacién fueron 1 ciclo de desnaturalizacién de 10
min a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacién a 95 °C, 30 segundos a

60-64 °C como temperatura de anillamiento, y 30 segundos de elongacién a 72 °C.

Tabla 3. Secuencias de los cebadores para la determinacién de mRNA mediante RT-

qPCR.
Gen
Especie Secuencia forward (5’-3’) Secuencia reverse (5’-3’)

diana

Esrl Rata TACGAAGTGGGCATGATGAA  GGCGGGGCTATTCTTCTTAG

Esr2 Rata CTCACGTCAGGCACATCAGT GGTTCTGGGAGCTCTCTTTG
Gperl Rata GCTGCAACTACTCCAGCACA TGTTCAGAGAGGTCCCCAGT
Rplp0 Rata CAGCAGGTGTTTGACAATGG  CCCTCTAGGAAGCGAGTGTG

3.6 Analisis de la expresion proteica mediante Western blot

3.6.1 Extraccidn y cuantificacion de proteinas

Para la obtencidn de los extractos proteicos se empled la seccidn de cerebro
entre 0,2 y -1,8 mm desde bregma, que se dividié en hemisferios ipsilateral y
contralateral. Cada uno de los hemisferios se homogeneizé mediante Ulta-Turrax
(mod. T8, IKA-WERKE) en tampdn de lisis (ProteoletTM mammalian cell lysis
reagent, Fermentas), suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas al 1

% (Sigma-Aldrich). A continuacién, la muestra se centrifugd a 15.000 g, 15 min, 4
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°C. La concentracién de proteinas de los sobrenadantes se determiné segun el
método colorimétrico de BCA (Thermo Scientific) y midiendo la absorbancia de las
muestras a 562 nm. Los valores obtenidos se interpolaron en una recta patrén de

BSA (Roche) de rango 0,01 mg/ml-20 mg/ml.

3.6.2 Electroforesis y transferencia

Las proteinas se separaron en funcién de su peso molecular mediante
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Para ello, se mezclaron 40 pg de
proteina con el volumen adecuado de tampdn de carga (NUPAGE LDS, Invitrogen)

y se incubaron a 70 °C durante 10 min.

Una vez desnaturalizadas, las muestras se cargan en geles comerciales de
gradiente de poliacrilamida en gradiente del 4-12 % (NuPAGE Bis-Tris, Invitrogen)
y se someten a electroforesis utilizando el sistema Invitrogen Precast Gel System
en un tampdén NUPAGE MOPS SDS (Invitrogen). Asi mismo, se utilizé6 un marcador

de peso molecular (Precision Plus ProteinTM Standards Dual Color, Bio-Rad).

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas presentes en el gel se
transfieren en seco a membranas de nitrocelulosa de 0,2 um utilizando el sistema
Trans-Blot® Turbo Transfer System de Dry Blotting System (Bio-Rad) durante 10
mina 25V (2.5 A).

3.6.3 Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccién, en primer lugar se bloquearon las uniones
inespecificas con una solucién de bloqueo de leche desnatada al 5 % en TBS-
Tween (0,05 %) durante 60 min en agitacidon suave a temperatura ambiente. A

continuacién, se incubaron durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos
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primarios diluidos en leche al 5 % en TBS-Tween, dirigidos contra las proteinas

especificadas en la Tabla 4.

Para la deteccién de la proteina, tras varios lavados, las membranas se

incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 5) conjugado a

peroxidasa (“horseradish peroxidase”, HRP).

Tabla 4: Relacidon de anticuerpos primarios y sus diluciones utilizados para

Western blot

Peso
Proteina diana Dilucién Especie origen Proveedor
molecular
Receptor . .
o 68 kDa 1:500 Policlonal conejo Abcam
estrogénico a
Receptor . . Thermo
. 60 kDa 1:250 Policlonal conejo o
estrogénico B scientific
GPER30 55 kDa 1:500 Policlonal conejo Abcam
Caspasa-3 activada 19/17 kDa 1:500 Policlonal conejo  Cell Signaling
p-ERK1/2 44/42 kDa  1:2.000 Monoclonal conejo  Cell Signaling
ERK1/2 44/42 kDa  1:5.000 Monoclonal conejo Millipore
p-Akt 60 kDa 1:5.00 Monoclonal conejo Cell Signaling
Akt 60 kDa 1:1.000 Monoclonal conejo Millipore
B-actina 42 kDa 1:10.000 Monoclonal conejo Sigma
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Tabla 5: Lista de anticuerpos secundarios empleados para Western blot

Anticuerpo secundario Dilucién Especie origen Proveedor
Anti-rabbit 1:2.000 Cabra Bio-Rad
Anti-mouse 1:2.000 Cabra Bio-Rad

Por ultimo, tras lavar en agitacién con TBS-Tween para eliminar el exceso de
anticuerpo secundario, las membranas se incubarén con el reactivo comercial ECL
(Pierce, Thermo Scientific), que permite la deteccién por quimioluminiscencia de
los anticuerpos conjugados con HRP. El luminol del ECL, en presencia de perdxido
de hidrdégeno, se transforma por la HRP en un dianién excitado el cual emite luz al
volver al estado fundamental, y esta luz es captada por una cdmara de
guimioluminiscencia. En nuestro caso utilizamos el sistema ChemiDocTM XRS+ de
Bio-Rad. La sefial obtenida se analiz6 mediante densitometria utilizando el

software Scion Image beta 4.0.3.

4. Farmacos y reactivos

BZA (1-[[4-[2-(hexahidro-1H-azepin-1-il) etoxi] fenil] metil]-2-(4-hidroxifenil)-
3-metil-1H-indol-5-ol, acetato) (Axon Medchem, Groningen, Paises Bajos); E2
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espaia); DMSO (Merck, Darmstadt, Alemania); STZ
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia); diazepam (Valium®, Roche Pharma, Basilea,
Suiza); ketamina (Ketolar®, Parke-Davis, Detroit, EEUU); buprenorfina (Buprex®,
Schering-Plough, Kenilworth, EEUU); atropina (B. Braun, Melsungen, Alemania);
sevofluorano (Sevorane®, Abbot, Chicago, EEUU); 2,3,5-trifeniltetrazolio (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia); paraformaldehido 4% (VWR, Radnor, EEUU); heparina
(Laboratorios farmacéuticos Rovi, Espana); 2-metilbutano (Merck, Darmstadt,

Alemania); sacarosa (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaia).
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5. Analisis estadistico

Los valores de PC se expresan porcentualmente respecto de los valores
basales. Los valores de PAS, P,0, y P,CO, se expresan en valores absolutos
(mmHg). Los valores de glucemia se expresan en valores absolutos (mg/dl). Todos
estos valores se representan como media aritmética + desviacién estandar de la
media (DEM) (Tablas) o media aritmética + error estandar de la media (EEM)
(Figuras). Los volumenes de infarto y edema, la actividad caspasa-3, el recuento
de células TUNEL+, y los resultados de WB se representan como media
aritméticatEEM. La valoracidn neurofuncional se representa como la mediana y el

rango intercuartil.

El analisis de los datos se realizd con el programa GraphPad Instat 3.06. Las
comparaciones estadisticas se realizaron mediante analisis de la varianza (ANOVA)
para muestras independientes seguido del post test Dunnet (parametros
fisiolégicos, volumen de infarto, edema, TUNEL, actividad caspasa 3, WB); el test
no paramétrico Kruskal-Wallis seguido del test de multiples comparaciones Dunn

(valoracion neurofuncional).

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un valor

p< 0,05.
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Resultados






1. Influencia de la diabetes sobre la fisiologia basica de la
isquemia-reperfusion

En la Figura 22 se muestra el registro representativo de un episodio de
isquemia-reperfusién en nuestro modelo experimental de tMCAO. Con el
deslizamiento del filamento a través de la carétida interna hasta el origen de la
ACM, se produce un descenso inmediato de la sefal de PC (isquemia).
Transcurridos 60 min se retira el filamento y se recupera la sefial de PC
(reperfusién) hasta niveles que pueden superar transitoriamente al nivel basal
(hiperemia reactiva). Dichas deflexiones en el registro no se acompafiaron de

cambios en la PAS ni en la temperatura corporal.

Basal Isquemia Reperfusién

-

r

—"

[

)

. J W,
i /
" e A / A

o _.),W‘L\ o

wl,

o~

FEREHEBSEERE

bl i m b M ngreh Ared

3|

1 AN b il oL M " A g,
AN - i e Y W A AW byl AT v
e LA LT " AT WY

i i

PAS
383388885
¥

s

f

TC -

P R T T —— ‘"’%MW T e

shby

LI 5] CET CLL] CET] CLT] a0 CET] E T W0

Figura 22. Registro representativo de un episodio de isquemia-reperfusién en nuestro modelo
experimental de tMCAO en una rata normoglucémica. PC = perfusidn cerebrocortical (%, trazado
azul); PAS = presidn arterial sistémica (mmHg, trazado rojo); TC = temperatura corporal (°C, trazado
negro), durante las tres fases del procedimiento MCAO: pre-oclusidn (basal), oclusion (isquemia) y
reperfusion.

La cuantificacién de PC y PAS se presenta en la Figura 23. Los valores de PC
durante los 60 min de oclusién fueron significativamente menores que los valores

basales, con una reduccidn aproximada del 60% tanto para animales

normoglucémicos como diabéticos. Durante los primeros 30 min de reperfusion,
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la PC aumenté a valores hiperémicos con un incremento del 70% respecto a los
valores basales tanto para animales normoglucémicos como diabéticos (Figura
23A). No se objetivaron cambios en los valores de PAS entre las tres fases del
episodio de isquemia-reperfusion para cada uno de los grupos experimentales
(Figura 23B). De hecho, el analisis estadistico no reveld diferencias significativas
en el patrén de isquemia-reperfusién entre los animales normoglucémicos y

diabéticos.
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Figura 23. (A) Valores de perfusion cortical y (B) presion arterial sistémica (PAS) registrados durante
las tres fases del episodio isquémico: basal, isquemia y reperfusién, en animales normoglucémicos
(NG, n=23) y diabéticos (DM, n=16). Los valores de PC se expresan como porcentaje de los valores
basales, y los de PAS en unidades de presidn absolutas (mmHg). Los datos se representan como
mediazEEM.

En cuanto al resto de parametros fisioldgicos, la variacidn de los valores de
P,CO, y pH durante el episodio de isquemia-reperfusién mostré diferencias
dependiendo del estado glucémico de los animales. Durante el periodo de
isquemia en el grupo de animales normoglucémicos, se produjo un descenso en
los niveles de pH (acidosis) y un incremento en los niveles de P,CO, (hipercapnia).
En contraste, en el grupo de animales diabéticos las diferencias no fueron
significativas para ambos parametros. En los valores de P,0, tampoco se

registraron diferencias significativas ni entre las diferentes fases ni entre ambos

grupos. Los valores de glucemia no difirieron significativamente en las diferentes
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etapas en cada uno de los grupos experimentales. Todos estos valores se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Pardmetros fisiolégicos en muestras de sangre arterial obtenidas

durante las tres fases del procedimiento tMCAO.

Control NG (n=23) Control DM (n=16)
Basal Isquemia Reperfusion Basal Isquemia Reperfusion
pH 7,38+0,12 7,29+0,12** 7,30+0,10* 7,41+0,1 7,39+0,08 7,41+0,08
P.0;
96,8+24,1 89,9+33,8 104,5+31,6 86,6+25,5 108,5+28,7 126,4+40,7
(mmHg)
P,CO,
43,8+16,1 52,8+17,3** 51,5+13,8 43,7£13,5 42,3+10,4 38,3+10,4
(mmHg)
Glucosa i
/ 107,4+29,2 110,0+19,0 114,7+25,9 364,9+167,3 356,5+178,9 378,1+166,6
(mg/dl)

Los datos se expresan en valores absolutos y se representan como
mediatDEM. *p<0,05 y **p<0,01, significativamente diferente del
correspondiente valor basal. *p<0,001, significativamente diferente del

correspondiente valor basal del grupo de animales normoglucémicos.

2. Influencia de la diabetes sobre el dafio cerebral isquémico

2.1 Valoracion neurofuncional

La valoracion neurofuncional tras 24 h del episodio isquémico dio como
resultado una puntuacién significativamente mayor en los animales diabéticos
(6[4,6]) que en los normoglucémicos (2[2,3]), indicativa de un mayor déficit

neurolégico en condiciones de diabetes (Figura 24).
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Figura 24. Puntuacién neurofuncional obtenida por los animales normoglucémicos (NG) (n=23) y
diabéticos (DM) (n=16) a las 24 h tras isquemia-reperfusion. Los datos se expresan como la mediana
con su rango intercuartil. ***p<0,001, significativamente diferente de los animales
normoglucémicos.

2.2 Volumenes de infarto y edema cerebrales

Pese a sus diferencias en el estado neurofuncional, los valores medios de
volumen de infarto cerebral no fueron estadisticamente diferentes entre animales
normoglucémicos y diabéticos. Esto se objetiva tanto para el infarto considerado
en su conjunto, como para el infarto considerado separadamente en las regiones
cortical y subcortical (Figura 25A). Los valores de edema entre los dos grupos

tampoco mostraron diferencias significativas (Figura 25B).
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Figura 25. (A) Volimenes de infarto cortical, subcortical y total, y (B) valores de edema obtenidos en
animales normoglucémicos (NG, n=23) y diabéticos (DM, n=16) tras 24 h del episodio de isquemia-
reperfusion. Los valores de volumen de infarto se expresan porcentualmente respecto a la
correspondiente region contralateral, y los de edema se obtienen de la sustracciéon entre los
volumenes de infarto brutos y corregidos. Los datos se representan como mediatEEM. Las imagenes
insertadas corresponden a las secciones cerebrales y muestran el area de infarto representativa de
cada uno de los grupos experimentales. El tejido infartado muestra ausencia de coloracidn, mientras
que el tejido sano presenta coloracion roja tras su exposicién a TTC.

3. Efecto de BZA y E2 sobre la respuesta fisioldgica durante
isquemia-reperfusion en condiciones de normoglucemia y diabetes

En el epigrafe 1.1 anterior se ha descrito la respuesta fisioldgica a isquemia-
reperfusidon en animales normoglucémicos y diabéticos exentos del tratamiento
con BZA y E2, establecidos por tanto como controles. Con el fin de determinar las
posibles diferencias entre dichos controles y los grupos tratados, en el presente

apartado se consignan separadamente los resultados obtenidos en los tres grupos
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de animales normoglucémicos por una parte (Figura 26, Tabla 7) y en los tres
grupos de animales diabéticos por otra (Figura 27, Tabla 8), para cada una de las

fases del episodio isquémico: basal, isquemia y reperfusion.

En cuanto a los animales normoglucémicos, los perfiles fisioldgicos bdsicos
durante la isquemia-reperfusion fueron muy similares, con reducciones de PC en
la fase de oclusidn (isquemia) del 60%, 55% y 60% aproximadamente para los
grupos control, destinado a tratamiento con BZA y destinado a tratamiento con
E2, respectivamente (Figura 26A). Durante la reperfusion, los incrementos de PC
fueron aproximadamente del 70%, 100% y 90%, respectivamente. Los valores
medios de PAS no presentaron diferencias significativas ni entre el
correspondiente grupo control y los grupos destinados a tratamiento, ni entre las
tres fases del episodio isquemia-reperfusion (Figura 26B). Por lo que respecta al
resto de pardmetros fisioldgicos y valorados globalmente, se observé reduccién
de pH (acidosis) y elevacion de P,CO, (hipercapnia) durante la fase isquémica, sin
cambios significativos en los valores de P,0, y glucemia en ninguna de las tres

fases (Tabla 7).
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Figura 26. (A) Valores de perfusion cortical y (B) presion arterial sistémica (PAS) registrados durante
isquemia-reperfusion en los tres grupos de animales normoglucémicos: Control (n=23), BZA (n=22) y
E2 (n=18). Los valores de PC se expresan porcentualmente respecto de los valores basales, y los de
PAS en valores absolutos (mmHg). Los datos representan la mediatEEM.
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Tabla 7. Parametros fisioldgicos en muestras de sangre arterial obtenidas
durante el procedimiento quirdrgico en los tres grupos experimentales

normoglucémicos.

Control (n=23) BZA (n=22) E2 (n=18)

Basal Isquemia Reperfusion Basal Isquemia  Reperfusion Basal Isquemia Reperfusion

pH 7,38+0,12 7,29+0,12** 7,30+0,10* 7,38+0,05 7,26+0,08** 7,29+0,09* 7,48+0,04 7,26+0,07** 7,25+0,10**

PO,
’ 96,8+24,1 89,9+33,8 104,5+31,6 89,1+23,0 103,8+40,8 125,4+50,1 108,3+20,8 86,0+17,5 106,04+37,9

(mmHg)

P.CO,
43,8+16,1 52,8+17,3** 51,5¢13,8 41,746,2 53,8t17,6** 41,9+14,3  34,0£3,8 62,0£13,7** 56,0£23,2

(mmHg)

Glucosa
/ 107,4+29,2 110,0+19,0 114,7+25,9 118,1+22,4 131,9+22,6 131,8+31,8 104,7+19,7 121,0+11,5 139,3+27,7

(mg/dI)

Los datos se expresan en valores absolutos y se representan como
mediatDEM. *p<0,05 vy **p<0,01, significativamente diferente del

correspondiente valor basal.

En cuanto a los animales diabéticos, los resultados fueron similares a los
obtenidos en animales normoglucémicos: 1) reducciones significativas de PC
durante la isquemia (Control 60%, BZA 58% y E2 60%) e incrementos significativos
de PC durante la reperfusion (Control 70%, BZA 35% y E2 40%), ambas de
magnitudes similares entre los tres grupos experimentales (Figura 27A); y 2)
ausencia de cambios significativos en los valores de PAS entre los tres grupos
experimentales y entre las tres fases (Figura 27B). Sin embargo, ninguno de los
tres grupos experimentales presentd acidosis e hipercapnia durante la fase

isquémica, a diferencia de los animales normoglucémicos (Tabla 8).
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Figura 27. (A) Valores de perfusion cortical y (B) presion arterial sistémica (PAS) registrados durante
isquemia-reperfusion en los tres grupos de animales diabéticos: Control (n=16), BZA (n=19) y E2
(n=16). Los valores de PC se expresan porcentualmente respecto de los valores basales, y los de PAS
en valores absolutos (mmHg). Los datos representan la mediatEEM.

Tabla 8. Parametros fisioldgicos en muestras de sangre arterial obtenidas

durante el periodo de la cirugia en los tres grupos experimentales diabéticos.

Control (n=16) BZA (n=19) E2 (n=16)

Basal Isquemia  Reperfusion Basal Isquemia Reperfusion Basal Isquemia Reperfusion

pH 7,41+0,10 7,39%0,08  7,41+0,08  7,39+0,08 7,39+0,07 7,42¢0,09  7,41+0,1  7,40+0,08 7,39+0,07

P,0; .
’ 86,6+25,5 108,5+28,7 126,4+40,7 91,1+29,8 106,6+35,3 122,7430,9 145,7+129,9 146,6+129,3 135,7+92,9
(mmHg)
P.CO,
43,7+13,5 42,3+10,4 38,3+10,4 47,0£13,3 45,9+10,7 39,2+9,85 47,0£19,1 48,0+21,4 48,7+24,2
(mmHg)
Glucosa

/ 364,9+167,3 356,5+178,9 378,1+166,56 488,1+142,6 487,0+144,6 489,3+153,7 452,6+125,9 443,7+139,2 480,8+119,3
(mg/dl)

Los datos se expresan en valores absolutos y se representan como
mediatDEM. **p<0,01, significativamente diferente del correspondiente valor

basal.
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4. Efecto de BZA y E2 sobre el daiio cerebral tras isquemia-
reperfusidon en condiciones de normoglucemia y diabetes

4.1 Valoracion neurofuncional

A las 24 h del episodio isquémico, el deterioro neurofuncional de las ratas
normoglucémicas tratadas con E2 tendidé a disminuir, mientras que en aquellas
tratadas con BZA fue significativamente menor respecto a los controles (Figura
28A). Por el contrario, la puntuacién neurofuncional fue significativamente menor

tanto en animales diabéticos tratados con BZA como con E2 (Figura 28B).
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Figura 28. Puntuacién neurofuncional de ratas normoglucémicas (NG) (A) y diabéticas (DM) (B)
sometidas a isquemia-reperfusion y tratadas con el solvente (Control, n=23 NG, n=16 DM), BZA
(n=22 NG, n=18 DM) y E2 (n=17, n=15 DM). Los datos se expresan como la mediana con su rango
intercuartil. *p<0,05, y ***p<0,001, significativamente diferente del grupo control.

4.2 Volumenes de infarto y edema cerebrales

En cuanto al grupo de animales normoglucémicos, el analisis morfométrico
puso de manifiesto que los grupos tratados con BZA y E2 experimentaron una
disminucién significativa de los valores totales de infarto cerebral al ser
comparados con el grupo control (26,9% versus 18% y 18,2%, respectivamente). El

anadlisis por regiones mostré una reduccion significativa del infarto en la zona
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cortical del grupo tratado con BZA, mientras que en el grupo de los animales
tratados con E2 la reduccion del tamafio de infarto fue estadisticamente
significativa en la region subcortical (Figura 29A). En la Figura 29B se muestra el
volumen de infarto en las siete secciones coronales. La reduccion del tamafio de
infarto en los grupos tratados resulté significativamente estadistica en las
secciones 2, 3y 5 para BZA, y 2 y 3 para E2. Por otro lado, el volumen del edema

no mostro diferencias significativas en ninguno de los grupos tratados (Figura 30).
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Figura 29. (A) Volumen de infarto cortical, subcortical y total, tras 24 h del episodio isquémico, en
ratas normoglucémicas tratadas con el solvente (Control, n=12), BZA (n=11) y E2 (n=8). (B) Area de
infarto a lo largo de las 7 secciones coronales. Los datos se expresan porcentualmente respecto del
volumen de la correspondiente regidn contralateral, y se representan como mediatEEM. *p<0,05 y
**p<0,01, significativamente diferente del control. La flecha indica la seccidn cerebral sobre la cual
se realiza la medicién de perfusion cortical mediante laser-Doppler (LDF). Las imdgenes insertadas
corresponden a la tercera seccidn cerebral y muestran el area de infarto representativa de cada uno
de los grupos experimentales. El tejido infartado muestra ausencia de coloracién, mientras que el
tejido sano presenta coloracidn roja tras su exposicion a TTC.

78



9-
8y

] 1
6-
54
4-
3
2
1-

0 T T
Control BZA E2

Volumen edema (%)

Figura 30. Volumen total de edema de los tres grupos experimentales normoglucémicos: solvente
(Control, n=12), BZA (n=11) y E2 (n=8). Los datos se expresan porcentualmente respecto de la
diferencia entre los voliumenes totales de infarto bruto y corregido, y se representan como
mediatEEM.

En cuanto a los animales diabéticos, el analisis morfométrico mostré una
reduccion significativa del volumen de infarto total en los dos grupos tratados, al
compararlos frente al grupo control (25,6% versus 11% vy 16,3%,
respectivamente). En ambos grupos, el andlisis por regiones mostré que dicha
reduccion fue significativa en la region cortical pero no en la subcortical (Figura
31A). El célculo del volumen de infarto en las siete secciones coronales muestra
como la reduccidn del infarto es significativa en las secciones 2, 3, 4 y 5 para BZA,
y 3 y 4 para E2 (Figura 31B). Los valores de edema no muestran diferencias

significativas entre los grupos tratados y el control (Figura 32).
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Figura 31. (A) Volumen de infarto cortical, subcortical y total tras 24 h del episodio isquémico, en
ratas diabéticas tratadas con el solvente (Control, n=9), BZA (n=11) y E2 (n=8). (B) Area de infarto a
lo largo de las 7 secciones coronales. Los datos se expresan porcentualmente respecto del volumen
de la correspondiente region contralateral, y se representan como mediazEEM. *p<0,05 y **p<0,01,
significativamente diferente del control. La flecha indica la seccidn cerebral sobre la cual se realiza la
medicidn de perfusion cortical mediante laser-Doppler (LDF). Las imagenes insertadas corresponden
a la tercera seccidn cerebral y muestran el drea de infarto representativa de cada uno de los grupos
experimentales. El tejido infartado muestra ausencia de coloracion, mientras que el tejido sano
presenta coloracion roja tras su exposicién a TTC.
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Figura 32. Volumen total de edema de los tres grupos experimentales diabéticos: solvente (Control,
n=9), BZA (n=11) y E2 (n=8). Los datos se expresan porcentualmente respecto de la diferencia entre
los volimenes totales de infarto bruto y corregido, y se representan como mediatEEM.
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4.3 Muerte celular apoptética

A) Normoglucemia

El marcaje de la fragmentacion del DNA nuclear, indicador, de la muerte
celular apoptética, por medio de la técnica TUNEL puso de manifiesto la ausencia
de apoptosis en el hemisferio contralateral (sano) tanto del grupo control como
de los tratados con BZA y E2. Por el contrario, la isquemia-reperfusién indujo la

presencia de células TUNEL-positivas (TUNEL+) en el hemisferio ipsilateral

(afectado) de las ratas del grupo control y, en menor medida, en el de los

TUNEL+DAPI

animales tratados con BZA y E2 (Figura 33).
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Figura 33. Deteccion de la fragmentacion de DNA mediante la técnica TUNEL en tejido cerebral de
ratas normoglucémicas controles y tratadas con BZA y E2, sometidas a isquemia-reperfusion.
Ausencia de marcaje TUNEL en la regidn cortical del hemisferio contralateral (o) y doble marcaje
(TUNEL, DAPI y co-localizacién) en la region cortical del hemisferio ipsilateral (®) en secciones
coronales representativas. La barra de calibracion equivale a 25 um.

El recuento de células TUNEL+ en la regién cortical del hemisferio ipsilateral
de las ratas tratadas con BZA y E2, fue significativamente menor que el de la

correspondiente regidn en las ratas del grupo control, mientras que en la region
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subcortical no se observaron diferencias significativas entre los tres grupos (Figura
34). Valorado globalmente, el nimero de células TUNEL+ totales del hemisferio
ipsilateral mostré una tendencia a reducirse en las ratas tratadas con E2, que

alcanzé significacidon estadistica en las ratas tratadas con BZA.
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Figura 34. Recuento de células TUNEL+ en tejido cerebral de animales normoglucémicos (NG)
controles y tratados con BZA y E2: (A) las cuatro zonas seleccionadas (®); (B) las tres zonas de la
region cortical del hemisferio ipsilateral (e®); y (C) la zona de la region subcortical del hemisferio
ipsilateral (®). Los datos se expresan como porcentaje de los correspondientes nucleos celulares
marcados con DAPI, y se representan como mediatEEM de n=4-7 animales. *p<0,05 y **p<0,01,
significativamente diferente del control.

De manera similar a lo observado con la técnica TUNEL, el estudio funcional
de la actividad de caspasa-3, proteasa ejecutora de la apoptosis, no detectd seiial
alguna en el hemisferio contralateral. Por el contrario, tras el episodio isquemia-
reperfusion se objetivd la presencia de caspasa-3 activada en el hemisferio
ipsilateral de las secciones cerebrales de todos los grupos (Figura 35A). La
cantidad de caspasa-3 activada que se observé en el hemisferio ipsilateral de las
ratas tratadas con BZA fue significativamente menor que la observada en el
hemisferio correspondiente de las ratas control (Figura 35B). El andlisis

cuantitativo por Western blot reveld que la isquemia-reperfusion provocd una

elevacion significativa de la expresion de caspasa-3 activada (fragmento 17kDa) en
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el hemisferio ipsilateral de las ratas del grupo control. El tratamiento tanto con

BZA como con E2 disminuyd significativamente dicho aumento (Figura 35Cy D).
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Figura 35. Caspasa-3 activada en secciones coronales de ratas normoglucémicas control y tratadas
con BZA y E2, sometidas a isquemia-reperfusion. (A) Marcaje con FAM-DEVD-FMK en la zona cortical
del hemisferio contralateral (o) e ipsilateral (®). La barra de calibraciéon equivale a 25 pum. (B)
Cuantificacion de la fluorescencia en tres zonas de la region cortical ipsilateral (®), expresada como
porcentaje respecto al drea total. Los datos se expresan como mediatEEM de n=4 animales.
**p<0,01, significativamente diferente del control. (C) Western blot representativo de caspasa-3,
fragmento 17 kDa, en el hemisferio contralateral (C) e ipsilateral (I) de los grupos Control y tratados
con BZA y E2. (D) Densidad relativa de las bandas normalizadas respecto a las bandas de B-actina
correspondientes. Los datos se expresan como mediatEEM de n=7, 6 y 4 animales, respectivamente.
**p<0,01, significativamente diferente del control contralateral.
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B) Diabetes

Al igual que en los animales normoglucémicos, no se detectaron células
TUNEL+ en el hemisferio contralateral de ninguno de los tres grupos
experimentales, mientras que la isquemia-reperfusién indujo la presencia de
células TUNEL+ en el hemisferio ipsilateral de todos los grupos (Figura 36). El
tejido cerebral de los animales tratados con BZA y E2 mostré una reduccion
significativa del numero de células TUNEL+ frente al de los animales control. Estas
diferencias significativas son atribuibles especificamente a la reduccién del
numero de células TUNEL+ en la regidon cortical. Al igual que ocurre en los
animales normoglucémicos, no existen diferencias significativas entre las regiones

subcorticales de los tres grupos (Figura 37).
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Figura 36. Deteccion de la fragmentacion de DNA mediante la técnica TUNEL en tejido cerebral de
ratas diabéticas controles y tratadas con BZA y E2, sometidas a isquemia-reperfusidon. Ausencia de
marcaje TUNEL en la region cortical del hemisferio contralateral (0) y doble marcaje (TUNEL, DAPI y
co-localizaciéon) en la region cortical del hemisferio ipsilateral (@) en secciones coronales
representativas. La barra de calibracidn equivale a 25 um.
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En el estudio de caspasa-3 activada, no se detectd sefial en el hemisferio
contralateral, mientras que el episodio de isquemia-reperfusién provoco la
aparicion de caspasa-3 activada en el hemisferio ipsilateral de las secciones
cerebrales de todos los grupos (Figura 38A). La cantidad de caspasa-3 activada
qgue se observd en el hemisferio ipsilateral de las ratas tratadas con BZA y E2 fue
significativamente menor que en el hemisferio correspondiente de las ratas
control (Figura 38B). Los estudios de Western blot revelaron que la isquemia-
reperfusion provocd una elevacion significativa de la expresién de caspasa-3 en el
hemisferio ipsilateral de las ratas del grupo control. El tratamiento tanto con BZA
como con E2 disminuyd significativamente el aumento de su expresion (Figura

38Cy D).
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Figura 37. Recuento de células TUNEL+ en tejido cerebral de animales diabéticos (DM) controles y
tratadas con BZA y E2: (A) las cuatro zonas seleccionadas (e); (B) las tres zonas de la region cortical
del hemisferio ipsilateral (®); y (C) la zona de la region subcortical del hemisferio ipsilateral (®). Los
datos se expresan como porcentaje de los correspondientes nucleos celulares marcados con DAPI, y
se representan como mediatEEM de n=4 animales. **p<0,01, significativamente diferente del
Control.
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Figura 38. Caspasa-3 activada en secciones coronales de ratas diabéticas control y tratadas con BZA
y E2, sometidas a isquemia-reperfusion. (A) Marcaje con FAM-DEVD-FMK en la zona cortical del
hemisferio contralateral (o) e ipsilateral (e). La barra de calibracion equivale a 100 pm. (B)
Cuantificacién de la fluorescencia en tres zonas de la region cortical ipsilateral (®), expresada como
porcentaje respecto al drea total. Los datos se expresan como mediatEEM de n=4 animales.
**p<0,01, significativamente diferente del Control. (C) Western blot representativo de caspasa-3,
fragmento 17 kDa, en el hemisferio contralateral (C) e ipsilateral (I) de los grupos Control y tratados
con BZA y E2. (D) Densidad relativa de las bandas normalizadas respecto a las bandas de B-actina
correspondientes. Los datos se expresan como mediatEEM de n=7-8 animales. **p<0,01,
significativamente diferente del control contralateral.
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5. Efecto de BZA y E2 sobre la expresion de receptores
estrogénicos ERa, ERB y GPER en condiciones de normoglucemia y
diabetes.

5.1 ERa

Por lo que respecta a los animales normoglucémicos, los resultados
obtenidos por PCR cuantitativa muestran que la isquemia-reperfusién disminuyé
significativamente la expresion de mRNA Esrl en el hemisferio ipsilateral, en
comparacion con el hemisferio contralateral del grupo control. El tratamiento con
BZA y E2 revirtié dicha disminucién hasta los niveles obtenidos en el hemisferio
contralateral (Control) (Figura 39A). Por otra parte, los resultados obtenidos con
la técnica de Western blot mostraron un perfil similar, ya que la isquemia-
reperfusion indujo una disminucion en los niveles de expresién de la proteina ERa
en el hemisferio ipsilateral, y los tratamientos con BZA y E2 revirtieron de forma

significativa dicha disminucion (Figura 39B y C).
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Figura 39. Expresion de ERa en los hemisferios contralateral e ipsilateral de animales
normoglucémicos sometidos a isquemia-reperfusion. (A) Expresion relativa de mRNA Esrl
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determinada por RT-qPCR. (B) Bandas representativas de Western blot en el hemisferio
contralateral (C) e ipsilateral (I) de los grupos control y tratados con BZA y E2. (C) Cantidad relativa
de proteina ERa determinada por Western blot. Los datos se representan como mediatEEM de n=4-
6. *p<0,05, significativamente diferente del control contralateral.

Para determinar la localizacién de los cambios inducidos por la isquemia-
reperfusion en la expresién de los ER, se realizd un triple marcaje con cada uno de
los subtipos de los ER mdas TUNEL y DAPI. En cuanto a ERa, el triple marcaje fue
positivo en el hemisferio ipsilateral, mientras que en el hemisferio contralateral el
marcaje también fue positivo, excepto para TUNEL, como era esperable. La
inmunorreactividad ERa se detecté predominantemente en el nucleo co-

localizada con DAPI, sin que se apreciara superposicion entre las sefiales ERa y

TUNEL en la corteza ipsilateral (Figura 40).

ERa/TUNEL ERa/DAPI ERa/DAPI

Figura 40. Superposicion de imdagenes de inmunofluorescencia ERa (verde), TUNEL (rojo) y DAPI
(azul) en el cortex ipsilateral en condiciones de normoglucemia (®). Escala en las dos primeras
columnas, 50 um. Escala en la ampliacidn de la superposicion de ERa+DAPI, 10 um.

Por lo que respecta a los animales diabéticos, los resultados son
cualitativamente iguales a los obtenidos en condiciones de normoglucemia: 1) la

isquemia-reperfusion disminuyd significativamente la expresion de mRNA Esrl en
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el hemisferio ipsilateral; 2) el tratamiento con BZA y E2 revirtié dicha disminucion
hasta los niveles obtenidos en el hemisferio contralateral (Control) (Figura 41A);
3) la isquemia-reperfusion indujo una disminucién en los niveles de expresion de
la proteina ERa en el hemisferio ipsilateral; y 4) los tratamientos con BZA y E2

revirtieron de forma significativa dicha disminucién (Figura 41B y C).
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Figura 41. Expresion de ERa en los hemisferios contralateral e ipsilateral de animales diabéticos
sometidos a isquemia-reperfusion. (A) Expresion relativa de mRNA Esrl determinada por PCR. (B)
Bandas representativas de Western blot en el hemisferio contralateral (C) e ipsilateral (I) de los
grupos Control y tratados con BZA y E2. (C) Cantidad relativa de proteina ERa determinada por
Western blot. Los datos se representan como mediatEEM de n=4-6. *p<0,05, significativamente
diferente del control contralateral.

Al igual que ocurre en condiciones de normoglucemia, el triple marcaje fue
positivo en el hemisferio ipsilateral, mientras que en el hemisferio contralateral el
marcaje también fue positivo, excepto para TUNEL. La inmunorreactividad ERa se
detectd predominantemente en el nucleo co-localizada con DAPI, sin que se

apreciara superposicidon entre las sefiales ERa y TUNEL en la corteza ipsilateral

(Figura 42).
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Figura 42. Superposicion de imagenes de inmunofluorescencia ERa (verde), TUNEL (rojo) y DAPI
(azul) en el cortex ipsilateral en condiciones de diabetes (®). Escala en las dos primeras columnas, 50
um. Escala en la ampliacion de la superposicién de ERa+DAPI, 10 um.

5.2 ERB

En condiciones de normoglucemia, la isquemia-reperfusion disminuyd
significativamente la expresion de mRNA Esr2 cuantificada por PCR cuantitativa en
el hemisferio ipsilateral, en comparacion con el hemisferio contralateral del grupo
control. El tratamiento con BZA revirtid dicha disminucion hasta los niveles
obtenidos en el hemisferio contralateral (Control) (Figura 43A). Por el contrario, el
tratamiento con E2 no fue capaz de revertir los niveles hasta el valor control. Por
otro lado, los resultados obtenidos con la técnica de Western blot no coincidieron
con los obtenidos con la técnica PCR, ya que no se evidencid disminucién de la
proteina ERB. En cuanto al efecto de los tratamientos, BZA indujo la
sobreexpresion de la proteina ERB de forma significativa, mientras que E2 no tuvo

ningun efecto (Figura 43By C).
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Figura 43. Expresion de ERB en los hemisferios contralateral e ipsilateral de animales
normoglucémicos sometidos a isquemia-reperfusion. (A) Expresion relativa de mRNA Esr2
determinada por PCR. (B) Bandas representativas de Western blot en el hemisferio contralateral (C)
e ipsilateral (1) de los grupos Control y tratados con BZA y E2. (C) Cantidad relativa de proteina ERB
determinada por Western blot. Los datos se representan como mediatEEM de n=4-6. **p<0,01,
significativamente diferente del control contralateral.

En cuanto a los estudios sobre co-localizacion, el triple marcaje fue positivo
en el hemisferio ipsilateral, mientras que en el hemisferio contralateral el marcaje
también fue positivo, excepto para TUNEL. La inmunorreactividad ERB se detectd
predominantemente en el nlcleo, se co-localizdé con DAPI y no hubo

superposicion con TUNEL en la corteza ipsilateral (Figura 44).
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Figura 44. Superposicion de imagenes de inmunofluorescencia ERa (verde), TUNEL (rojo) y DAPI
(azul) en el cortex ipsilateral en condiciones de normoglucemia (®). Escala en las dos primeras
columnas, 50 um. Escala en la ampliacidn de la superposicion de ERB+DAPI, 10 um.

Por lo que respecta a los animales diabéticos, la isquemia-reperfusiéon
disminuyd significativamente tanto la expresion de mRNA Esr2 como la expresion
de la proteina ERB en el hemisferio ipsilateral, disminuciones que fueron

revertidas tanto por BZA como por E2 (Figura 45).

ERP P we o s we o 60kDa

B-actina » —_— — — — < 42 kDa
C | | |

Control BZA E2

>
-
~n
=3
(g}
N
@
o
3

g

S

©
2

ctina
-
@
)
1

= -
///, N

Control  Control BZA E2 Control  Control BZA E2
Contralateral Ipsilateral Contralateral Ipsilateral

ER/p-a
8

~N
o

N\
N\

o

o

Figura 45. Expresion de ERP en los hemisferios contralateral e ipsilateral de animales diabéticos
sometidos a isquemia-reperfusion. (A) Expresion relativa de mRNA Esr2 determinada por PCR. (B)
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Bandas representativas de Western blot en el hemisferio contralateral (C) e ipsilateral (I) de los
grupos Control y tratados con BZA y E2. (C) Cantidad relativa de proteina ERB determinada por
Western blot. Los datos se representan como mediatEEM de n=4-6. *p<0,05, significativamente
diferente del control contralateral.

Al igual que ocurre en condiciones de normoglucemia, el triple marcaje fue
positivo en el hemisferio ipsilateral, mientras que en el hemisferio contralateral el
marcaje también fue positivo, excepto para TUNEL. La inmunorreactividad ERP se
detectd predominantemente en el nucleo co-localizada con DAPI, sin que se
apreciara superposiciéon entre las sefiales ERB y TUNEL en la corteza ipsilateral

(Figura 46).
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Figura 46. Superposicion de imagenes de inmunofluorescencia ERa (verde), TUNEL (rojo) y DAPI
(azul) en el cortex ipsilateral en condiciones de diabetes (®). Escala en las dos primeras columnas, 50
um. Escala en la ampliacion de la superposicién de ERB+DAPI, 10 um.

5.3 GPER

Tanto en condiciones de normoglucemia como de diabetes, ni la expresidon

de mRNA Gperl ni la de la proteina GPER se vieron modificadas por isquemia-
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reperfusion. Ninguna de ambas expresiones se vio modificada tras el tratamiento
con BZA o E2 (Figura 47 y Figura 49). Por otra parte, el triple marcaje fue positivo
en el hemisferio ipsilateral, mientras que en el hemisferio contralateral el marcaje
también fue positivo, excepto para TUNEL. La inmunorreactividad GPER se
detectd predominantemente en el citoplasma, sin que se apreciara superposicion

entre las sefiales GPER y TUNEL en la corteza ipsilateral (Figura 48 y Figura 50).
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Figura 47. Expresion de GPER en los hemisferios contralateral e ipsilateral de animales
normoglucémicos sometidos a isquemia-reperfusion. (A) Expresidon relativa de mRNA Gperl
determinada por PCR. (B) Bandas representativas de Western blot en el hemisferio contralateral (C)
e ipsilateral (1) de los grupos Control y tratados con BZA y E2. (C) Cantidad relativa de proteina GPER
determinada por Western blot. Los datos se representan como mediazEEM de n=4-6.
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Figura 48. Superposicion de imagenes de inmunofluorescencia GPER (verde), TUNEL (rojo) y DAPI
(azul) en el cortex ipsilateral en condiciones de normoglucemia (®). Escala en las dos primeras
columnas, 50 um. Escala en la ampliacidn de la superposicion de GPER+DAPI, 10 um.
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Figura 49. Expresion de GPER en los hemisferios contralateral e ipsilateral de animales diabéticos
sometidos a isquemia-reperfusion. (A) Expresion relativa de mRNA Gperl determinada por PCR. (B)
Bandas representativas de Western blot en el hemisferio contralateral (C) e ipsilateral (I) de los
grupos Control y tratados con BZA y E2. (C) Cantidad relativa de proteina GPER determinada por
Western blot. Los datos se representan como mediatEEM de n=4-6.

95



GPERéTUNEL

s

[ .

Control

BZA

E2

Figura 50. Superposicién de imagenes de inmunofluorescencia GPER (verde), TUNEL (rojo) y DAPI
(azul) en el cortex ipsilateral en condiciones de diabetes (®). Escala en las dos primeras columnas, 50
um. Escala en la ampliacion de la superposicién de GPER+DAPI, 10 pum.

6. Efecto de BZA y E2 sobre la activacion de las vias MAPK/ERK1/2
y PI3K/Akt

6.1 MAPK/ERK1/2

El episodio de isquemia-reperfusion incrementd significativamente la
fosforilacién de ERK1 (pERK1) y ERK2 (pERK2) en el hemisferio ipsilateral del grupo
tratado con el solvente (control), en comparacién con el hemisferio contralateral,
tanto en animales normoglucémicos como diabéticos. Estos incrementos no se
acompafiaron del incremento en los niveles de proteina ERK1/2 totales. BZA,
atenud significativamente la fosforilacion endégena tanto de ERK1 como de ERK2
en el hemisferio ipsilateral, en ambas condiciones glucémicas (Figura 51). El

tratamiento con E2 no alterd la expresién de pERK1/2 tras la isquemia en
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animales normoglucémicos, mientras que en animales diabéticos E2 bloqueé la

activacion de pERK2, sin afectar a la expresién de pERK1 (Figura 51).
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Figura 51. Cantidad relativa de proteina fosforilada ERK1/2 en condiciones de normoglucemia (A-C) y
diabetes (D-F). (A,D) Western blots representativos de la expresion de pERK1 y pERK2 en el
hemisferio contralateral (C) e ipsilateral (I) de los grupos Control y tratados con BZA y E2. (B,E)
Cantidad relativa de pERK1 y (C,F) pERK2. Los datos se han normalizado con respecto a la cantidad
total de ERK1 y ERK2, respectivamente, y se representan como mediatEEM de n=4-6 animales.
*p<0,05 y **p<0,01, significativamente diferente del control contralateral. #p<0,05 % ##p<0,01,

significativamente diferente del control ipsilateral.
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6.2 PI3K/Akt

Tanto en condiciones de normoglucemia como de diabetes, la isquemia-
reperfusion incrementd significativamente la fosforilacién de Akt (pAkt) en el
hemisferio ipsilateral, al ser comparada con el hemisferio contralateral. Ni el
tratamiento con BZA ni E2 bloquearon el incremento de pAkt inducido por la

isquemia (Figura 52).
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Figura 52. Cantidad relativa de proteina pAkt en condiciones de normoglucemia (A,B) y diabetes
(C,D). (A,C) Western blots representativos de la expresion de pAkt en el hemisferio contralateral (C)
e ipsilateral (l) de los grupos Control y tratados con BZA y E2. (B,D) Cantidad relativa de pAkt. Los
datos se han normalizado con respecto a la cantidad total de Akt, y se representan como
mediazEEM de n=4-6 animales. *p<0,05, significativamente diferente del control contralateral.
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1. Consideraciones sobre el diseno del estudio

1.1 Modelo animal de ictus isquémico con reperfusion

Durante las ultimas cuatro décadas se han desarrollado diferentes modelos
animales de ictus con el objetivo de identificar los mecanismos subyacentes a la
isquemia cerebral, asi como de desarrollar nuevas moléculas para su tratamiento.
La necesidad del uso de animales de experimentacion en el accidente
cerebrovascular se debe a la heterogeneidad en la causa, localizacién, tamafio e
impacto funcional en el paciente, mientras que el ictus experimental es mas
homogéneo lo que nos permite analizar de forma mas precisa la fisiopatologia de
la isquemia, asi como tener acceso directo al tejido cerebral para los estudios
moleculares (104). Ademads, la perfusidn y la vascularizacion, especialmente la
vascularizacidn colateral, son esenciales en la fisiopatologia del ictus, y ninguna de
ellas puede ser reproducida en modelos in vitro de isquemia cerebral, como por
ejemplo la deprivacién de oxigeno y glucosa en cultivos de células neurales
(neuronas, microglia, astrocitos...). Sin embargo, cada uno de los modelos
animales de ictus isquémico posee sus fortalezas y debilidades que se recogen en

la Tabla 9 (105).

Nuestro grupo viene utilizando desde hace 20 afos el modelo de oclusién de
la arteria cerebral media mediante la técnica del filamento intraluminal. Pese a
qgue este método tiene muchas variantes, particularmente respecto a la
elaboracion del filamento oclusor y el cierre de vasos adicionales para manipular
el flujo sanguineo colateral, la técnica basica fue descrita por Longa et al. (1989).
La valoracion favorable de sus ventajas y desventajas ha determinado su

implantacion como modelo de eleccion en la mayoria de laboratorios de
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investigacion del ictus experimental en todo el mundo. El modelo simula la
trombectomia mecdnica usada en clinica para retirar el trombo (106). Ademas,
este modelo representa el 82% de los modelos de isquemia cerebral focal
utilizados en las investigaciones sobre diabetes (107). Atendiendo a las
recomendaciones STAIR, nuestros protocolos incluyen el registro continuo de la
perfusion en el cértex ademas de la monitorizacién precisa de los parametros
anestésicos vy fisioldgicos durante la cirugia. Esto es de la mayor importancia,
especialmente en los estudios sobre neuroproteccién. Sin embargo, son escasas
las investigaciones en las que los mencionados aspectos se tienen en
consideracion (108,109). En nuestro estudio, la mortalidad en las primeras 24 h
fue del ~20% y se aplicaron criterios de exclusién objetivos para impedir la
inclusién de animales sin un adecuado patréon de isquemia-reperfusion o con un

ictus hemorragico.

Tabla 9. Modelos animales de ictus isquémico (Tomada de Fluri et al. 2015)

Modelo Ventajas Desventajas

Oclusién de la | - Reproduce el ictus | -Hipo-/hipertermia
arteria cerebral | isquémico en humanos - Riesgo de hemorragia
media (MCAO). - Exhibe la penumbra | cerebral
Filamento isquémica - No idéneo para estudios de
intraluminal. - Altamente reproducible | trombolisis
(Longa et al., 1989) - Reperfusion altamente

controlable

- No requiere

craniectomia
MCAO. -Tasas de supervivencia a | - Alta invasividad y posibles
Craniectomia largo plazo muy altas complicaciones
subtemporal. - Confirmacion visual de | - Requiere alto grado de
(Tamuraetal., 1981) | la MCAO destreza quirdrgica
MCAO. - Baja invasividad - Duracién no controlable de
Endotelina-1 - Induccion de lesiones | laisquemia
perivascular. isquémicas en regiones | - Induccidn de astrocitosis y
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(Sharkey et al., | corticales o subcorticales | proliferaciéon axonal que

1993) puede complicar la
interpretacion de los
resultados

MCAO. - Reproduce fielmente la | - Baja reproducibilidad de los

Embolismo. patogenia del ictus en | infartos

(Zhang et al., 1997) humanos - Recanalizacion espontdnea

- Apropiado para estudios | - Alta variabilidad de los
sobre trombolisis tamanos de infarto

Fototrombosis. - Permite la localizaciéon | - Causa edema vasogénico

(Watson et al., 1985) | precisa de la lesién | temprano a diferencia del

isquémica ictus en humanos
- Alta reproducibilidad - No idéneo para estudios de
- Baja invasividad neuroproteccién

farmacoldgica

1.2 Modelo animal de diabetes experimental

La diabetes mellitus de tipo 1 (DMT1) se caracteriza por una reduccion
significativa de la densidad de células B-pancredticas, con el consiguiente
descenso en la produccion de insulina. La diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2) se
caracteriza por el aumento progresivo de la intolerancia a la glucosa, asi como de
la resistencia periférica a la insulina provocados por una dieta inadecuada, falta de

ejercicio, obesidad y predisposicion genética (110).

Existen diferentes modelos experimentales para el estudio de la diabetes que
pueden dividirse en tres grandes grupos: modelos espontaneos, modelos
inducidos y modelos transgénicos. Cada uno de los modelos tiene sus puntos de
interés, pero ninguno reproduce completamente la fisiopatologia de Ila
enfermedad (Tabla 10 (111)). La eleccion del modelo animal depende por lo tanto

del disefio y objetivo del estudio (110).
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Entre los modelos mas utilizados estan los que inducen la diabetes mediante
la inyeccion de un téxico (aloxano o estreptozotocina) (112,113). Nuestro modelo
de eleccion es el de la administracidn intraperitoneal de una Unica dosis alta de
STZ. Se trata de un agente antimicrobiano usado también como agente
guimioterapéutico alquilante. En los afios 60 Rakieten et al. (1963) describio este
compuesto, como diabetogénico, pues causa necrosis especifica de las células
beta pancreaticas (114). Los animales tratados con STZ, a pesar de presentar
niveles insignificantes de insulina enddgena, pueden sobrevivir durante meses sin
necesidad de administracion exdgena de dicha hormona. Ademads, es un método
sencillo, coste-efectivo y ampliamente establecido para inducir hiperglucemia en

la TIDM.

Tabla 10. Modelos animales de diabetes (Tomado de King et al. 2012).

Mecanismo de induccidon Modelo

DMT1
Estreptozotocina

Induccion  quimica  mediante
toéxicos B-pancredticos Aloxano

Ratéon diabético no obeso [NOD] Rata

Autoinmunidad espontanea “BioBreeding” [BB]

Rata LEW.1AR1/Ztm-iddm

Induccion genética Raton AKITA

Virus Coxsackie B

Virus de la encefalomiocarditis
Induccidn virica . .
Virus de la rata Kilham,

LCMV bajo promotor de insulina

DMT2

Ratén Lep

Obesidad monogénica
& Raton Lepr®®/®

ob/ob
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Rata ZDF

Raton KK

Rata OLETF

Obesidad poligénica Raton NZO

Raton TallyHo/Ing
Ratdén NoncNZO10/Lt)

Rata o raton con consumo elevado de
grasas

Obesidad inducida
Jerbo del desierto

Rata de hierba del Nilo

No obesidad Rata GK
Ratdon hIAPP

Disfuncion de células B inducida
genéticamente Ratén AKITA

1.3 Uso exclusivo de ratas macho

BZA se prescribe actualmente para aliviar los sintomas en mujeres
postmenopausicas, especialmente la osteoporosis; no existen indicaciones para el
uso de BZA en hombres. Sin embargo, el presente trabajo tiene como objetivo
demostrar que un farmaco como BZA con determinadas indicaciones, puede ser
reposicionado con nuevas indicaciones extendiendo asi sus efectos beneficiosos
en otras patologias, concretamente el ictus isquémico. Es interesante sefialar que
investigaciones recientes aportan pruebas de que BZA podria ser de utilidad en el
tratamiento de determinados tipos de cancer gastrointestinal (115). Ademas,
determinados SERMs relacionados con tamoxifeno han demostrado actividad
frente a una serie de patégenos médicamente muy importantes que incluyen

bacterias, hongos, parasitos y virus (116). Recientemente se han revisado las

105



evidencias que dan soporte al uso de esteroides y farmacos para el tratamiento
de determinadas patologias endocrinas, y que pudieran sustentar una indicacién
adicional en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (117). Obviamente,
nuestro objetivo es demostrar el efecto neuroprotector de BZA en el ictus
isquémico tanto en hombres como en mujeres. La decisidn de iniciar nuestras
investigaciones en animales macho se debe a una doble circunstancia: la ausencia
de efectos feminizantes de BZA (la terapia estrogénica no es factible en hombres);

y la ausencia de interferencias con estrégenos endégenos.

El reposicionamiento de farmacos con un perfil de seguridad bien definido
permitiria reducir el riesgo de fracaso en los ensayos clinicos, el cual ha dominado
el desarrollo de farmacos neuroprotectores en el ictus en las ultimas décadas

(118).

1.4 Ausencia de grupo con isquemia-reperfusiéon simulada

Este punto se refiere al conocido debate acerca de cudl es el control mas
apropiado con el que comparar los hallazgos en el hemisferio cerebral afectado
(isquémico): el hemisferio contralateral (presuntamente sano) del mismo animal,
o el hemisferio ipsilateral de un animal diferente sometido a una isquemia
simulada. Estudios previos apoyan tanto a la primera (119) como a la segunda
alternativa (120). La opinidon de nuestro grupo, compartida con la de otros
muchos, es que la primera opcion es la mas iddnea, si bien es necesario asumir
que la intervencion no afecta al hemisferio contralateral. De hecho, en nuestro
estudio no se ha objetivado ningln signo de dano tisular en el hemisferio
contralateral de los animales sujetos a isquemia-reperfusion. Nuestro protocolo,

ademas, reduce significativamente el nimero de animales necesarios, cumpliendo
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asi el criterio de “reduccién” de las 3Rs (reemplazo, reduccién y refinamiento)

(121).

1.5 Pauta terapéutica de BZAy E2

Con el fin de incrementar el valor traslacional del presente estudio sin tener
qgue utilizar un nimero excesivo de animales, se ha decidido utilizar una Unica
dosis “diana”, tanto para BZA como para E2, en lugar de establecer la funcién
dosis-respuesta (dosis minima efectiva y dosis maxima) para cada uno ellos.
Hemos disefiado un protocolo que permite alcanzar concentraciones plasmaticas
Optimas para BZAy E2 a las 4 h desde el inicio de la isquemia, que se mantuvieron
hasta el final del procedimiento (24 h). Esta es una cuestion metodoldgica de la
maxima importancia, ya que las diferencias en los paradigmas de administracién
hormonal resultan en concentraciones séricas de hormonas muy diferentes, razén
por la cual algunos estudios en animales indican que los estrégenos aumentan el
dafio isquémico mientras que en otros se muestra un claro efecto neuroprotector
(122,123). En cuanto a E2, se alcanzd una concentracién sostenida en plasma de
~46 pg/ml a las 4 h después de la administracidn. Tales valores son acordes con
los indicados por otros autores (122—-124), y son equivalentes a los niveles
circulantes basales de E2 encontrados durante la fase de proestro-estro. Otros
estudios han utilizado dosis resultantes en concentraciones plasmaticas
suprafisiolégicas de E2 (125-128). En cuanto a BZA, actualmente se prescribe para
el tratamiento de la osteoporosis postmenopausica en mujeres a la dosis
recomendada de 20 mg/dia, es decir, aproximadamente 0,3 mg/kg/dia para un
peso corporal de 60 kg. Tal dosis alcanza una concentracion plasmatica maxima de
3,43 ng/ml a 1,2 h (129). Resultados del mismo grupo (130) muestran una
concentracidén plasmatica maxima de ~ 25 ng/ml en ratas inmediatamente

después de una Unica inyeccidn de 0,2 mg/kg, que se ajusta muy bien a los valores
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obtenido en el presente estudio (~21 ng/ml). Ademads, la dosis que hemos
establecido para BZA estd dentro del rango de 0,3-3 mg/kg/dia que ha
demostrado proteger de la pérdida de masa dsea solo con leves efectos
estimulantes en el endometrio uterino y ningun efecto sobre funcién vasomotora
(91). Puesto que la mayoria de pacientes de ictus no cumplen la ventana
terapéutica de 3-4,5 h para la trombolisis-trombectomia, nuestro protocolo

parece de gran relevancia clinica.

1.6 Valoracion de los puntos finales: 24h

El final de los procedimientos experimentales se ha establecido en 24 h tras
el inicio de la isquemia. Si bien se hubieran podido fijar otros tiempos (anteriores
y posteriores) para tener una perspectiva mas completa de la evolucion del dafio
cerebral asi como de los mecanismos implicados, en ausencia y presencia de los
dos presuntos neuroprotectores (BZA y E2), criterios de tipo clinico han
aconsejado la valoracién a las 24 h. La medicidén del volumen de infarto mediante
técnicas de imagen de difusién ponderada (“diffusion-weighted imaging”, DWI) a
las 24 h, se ha establecido desde hace tiempo como un factor predictivo principal
del resultado final del ictus. Esto aun cobra mas relevancia en la era de la
recanalizacidn, ya que la reduccion del volumen de infarto debida a la reperfusién
inmediata queda englobada también en la valoraciéon, con lo cual el valor
predictivo en el resultado final en la fase crénica (> 3 meses) es aln mds potente
(131-133). Por otra parte, segun el National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS), las 24 h tras la aparicion de los sintomas es el momento en el cual debe
valorarse la condicidn clinica si, como es el caso, se pretende evaluar el efecto de
un determinado tratamiento en la fase aguda. Los tiempos para evaluaciones
posteriores son 7-10 dias para la fase subaguda, y 3 meses para la fase crénica. Un

apoyo adicional es que el examen neuroldgico a las 24 h predice el resultado final
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a 1y 3 meses post-ictus (134,135). Estas son las razones por las que la mayoria de
investigaciones sobre el presunto efecto neuroprotector de diferentes moléculas
en el ictus isquémico, establecen el tiempo de 24 h como punto final de los

experimentos.

2. Influencia de la diabetes sobre la fisiologia basica de la
isquemia-reperfusion

En la mayoria de estudios clinicos sobre la influencia mutua ictus-diabetes, el
ictus se ha considerado tradicionalmente una complicacion macrovascular de la
diabetes debido a la aceleracién de la aterosclerosis y de la enfermedad carotidea.
Sin embargo, las evidencias de que la microvascularizacién cerebral, representada
a su nivel mas intimo por la unidad neuro-vascular, resulta afectada por la DM son
cada vez mas abundantes (136). Numerosos estudios experimentales en los que
se ha utilizado el modelo de DM inducida por STZ (el mismo utilizado en el
presente estudio), han puesto de manifiesto importantes alteraciones
ultraestructurales. La membrana basal de los capilares sufre un engrosamiento
gue se caracteriza por la deposicion de colageno y nédulos amorfos denominados
“mechones de algoddn”. Dicho engrosamiento compromete la integridad de las
células adyacentes que descansan sobre dicha membrana basal: células
musculares lisas, pericitos y pies terminales de astrocitos (21). También se
produce degeneracién endotelial. Todos estos cambios afectan finalmente a la
BBB, cuya permeabilidad se ve incrementada en periodos de tiempo tan
tempranos como 2 semanas desde la induccién de la diabetes con STZ. Por otra
parte, ademas de las alteraciones ultraestructurales, también se ha evidenciado
remodelacidn vascular en periodos de tiempo tan tempranos como 4 semanas
desde la induccion de la diabetes con STZ (niveles plasmaticos de glucosa > 300

mg/dl), momento en el que las ramas colaterales aumentan en ndmero y calibre y
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empiezan a adquirir una morfologia tortuosa. Finalmente, todos estos cambios
estructurales determinan cambios en la funciéon cerebrovascular, los cuales se
manifiestan fundamentalmente en el deterioro de los mecanismos
vasodilatadores y el consiguiente aumento del tono cerebrovascular

(vasoconstriccion) y disminucidn del FSC (137,138).

En funcién de las evidencias que se acaban de describir, cabria la posibilidad
de que el perfil de la sefial de PC registrada en nuestros experimentos difiriera en
algun aspecto entre animales normoglucémicos y diabéticos. Esta suposicidon se
fundamenta en el hecho de que la sefial de PC que se registra en nuestros
experimentos refleja el comportamiento de la microcirculaciéon en su nivel mas
intimo en la regién cortical, el cual, como ya se ha descrito mas arriba, se ve
profundamente alterado. Sin embargo, no se apreciaron diferencias significativas
entre ambas condiciones. En linea con lo que sugieren muchos investigadores, la
influencia del tipo de diabetes asi como el grado y duracién de la hiperglucemia
sobre la regulacidon espacio-temporal de la circulaciéon cerebral, requiere de

estudios posteriores.

3. Influencia de la diabetes sobre el dafio cerebral isquémico

Diferentes estudios epidemioldgicos demuestran que la DM es una
comorbilidad que afecta negativamente a los pacientes de ictus. Como paso
previo al estudio del efecto neuroprotector de BZA y E2 en condiciones de
normoglucemia y DM, se ha evaluado la influencia de esta ultima sobre el dafio
cerebral inducido por isquemia-reperfusion. A este respecto, se han valorado la
condicién neurofuncional motora y el volumen de infarto cerebral. Los resultados
han sido dispares en tanto en cuanto los animales diabéticos obtuvieron una

puntuacion significativamente mas alta que los normoglucémicos en la escala
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utilizada a tal fin (véase “Material y métodos”), lo cual denota una peor condicién
neurofuncional de los animales diabéticos. En contraste, no se evidenciaron
diferencias significativas entre los volimenes de infarto totales y regionales

obtenidos en ambos grupos.

El efecto de la hiperglucemia diabética sobre el volumen de infarto en el
modelo MCAO ha sido objeto de revisidon sistematica y metaanalisis (139). El
estudio concluye que, si bien la hiperglucemia en el inicio de la isquemia
incrementa considerablemente el volumen de infarto, esto es atribuible
predominantemente a su mayor efecto en el modelo STZ, el cual simula la DM de
tipo 1. En el modelo de hiperglucemia inducida por dextrosa, por el contrario, el
incremento del volumen de infarto es mucho menor, aunque sigue siendo
significativamente mayor que en los animales normoglucémicos. Los autores
concluyen que, aunque la hiperglucemia exacerba el volumen de infarto en el
modelo MCAQ, los estudios son heterogéneos y no abordan el problema clinico
comun de la hiperglucemia post-ictus, ya que se ha usado o bien el modelo STZ
que simula la DM tipo 1, o bien una carga exageradamente alta de glucosa
(dextrosa). En cualquier caso, nuestros resultados confirman el efecto deletéreo
de la DM sobre el dafio cerebral isquémico estimado en base a la peor condiciéon

neurofuncional de los animales diabéticos.

4. Efecto de BZA y E2 sobre el daino cerebral tras isquemia-
reperfusidon en condiciones de normoglucemia y diabetes

En el presente estudio el presunto efecto neuroprotector de BZA se ha
investigado en paralelo con el de E2. Estudios previos han demostrado que este
estrogeno enddgeno confiere neuroproteccion en el ictus isquémico; sin

embargo, no existe unanimidad a este respecto (122,140). En la presente
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investigacion se ha asumido (y posteriormente demostrado) el efecto
neuroprotector de E2, razén por la que ha sido utilizado como control positivo

(141,142).

Nuestros resultados demuestran por primera vez que BZA ejerce efecto
neuroprotector tras isquemia-reperfusién. Dicho efecto se manifiesta tanto en la
mejoria del estado neurofuncional como en la reduccién del volumen de infarto, y
ademas es independiente del estado glucémico; es decir, no resulta menoscabado
en condiciones de DM. Este perfil neuroprotector parece mas favorable que el de
E2, en tanto en cuanto el estrégeno enddégeno no mejord la valoracién
neurofuncional en condiciones de normoglucemia, aunque redujo en igual medida
el volumen total del infarto. El sexo se considera un determinante importante del
resultado final de ictus, y de hecho algunos estudios indican que E2 disminuye el
volumen de infarto en hembras pero no en machos (143,144). Nuestros
resultados no estan en linea con estos estudios previos, sino que por el contrario
confirman el efecto neuroprotector de E2 en machos (126,127). Se hace
necesario, por lo tanto, determinar si el efecto neuroprotector de BZA también se
desarrolla en hembras. Ademas, una condicion importante del disefio del
presente estudio es que ambos ligandos estrogénicos, BZA y E2, se administraron
en la fase hiperaguda del ictus, alcanzandose los niveles plasmaticos idoneos a las
4 h desde el inicio del procedimiento. Otros autores han objetivado el efecto
neuroprotector de E2 tras su administracion aguda (125-128). Este hecho puede
tener importantes implicaciones clinicas si los SERMs se disefian y se utilizan en el

tratamiento en lugar de en la prevencion del ictus isquémico(145).

Por otra parte, la region diana para E2 y BZA parece ser diferente vy
dependiente del estado glucémico: 1) BZA, pero no E2, redujo la lesion cortical en

animales normoglucémicos, y ambos tuvieron dicho efecto en condiciones de DM;
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2) E2, pero no BZA, redujo la lesidn subcortical en condiciones de normoglucemia,
y ninguno de los dos ligandos tuvo efecto alguno en condiciones de DM. Por lo
que respecta a E2, nuestros resultados son coincidentes con los de otros autores
(126). Tanto los ER como determinados mecanismos vasculares podrian justificar
estas diferencias. En cuanto a los ER, los efectos de E2 estdn mediados por su
interaccion con los tres tipos de ER: ERa, ERB y GPER (146). Aunque todos ellos
parecen estar implicados en el efecto neuroprotector de E2, el papel de ERa
parece ser mas relevante (especificidad de receptor). Ademas, todos los tipos de
células cerebrales (neuronas, glia, células endoteliales y células musculares lisas),
pero no todas las células de cada tipo, poseen ER (especificidad celular). Esto,
unido al hecho de que células de diferentes regiones responden a E2 con
diferentes afinidades (especificidad regional) (147), podria contribuir, entre otros
factores, a los patrones diferentes de neuroproteccion regional para BZA y E2. En
cuanto a los factores de tipo vascular, se ha puesto de manifiesto que E2 preserva
el flujo sanguineo isquémico en la region subcortical, pero no en la region cortical

(148).

Cabe destacar, por lo tanto, la importancia que tiene el hecho de que el
efecto neuroprotector de BZA no se vea menoscabado en condiciones de DM.
Esto aumenta la traslacionalidad de nuestros resultados y proporciona apoyo a la
consideracion de BZA como una alternativa probablemente mds eficaz, y ademas
mas segura, que el tratamiento coadyuvante con E2 simultdneamente con las
intervenciones de recanalizacion exitosas. Tomados en conjunto, estos resultados
pueden tener importantes implicaciones clinicas si los SERMs se disefian y se
utilizan en el tratamiento agudo del ictus isquémico en lugar de como método

preventivo (145).
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4.1 Efecto de BZA y E2 sobre la muerte celular apoptética

La limitacidn de la expansion del nucleo isquémico mediante la reduccion de
la muerte celular apoptética en la penumbra circundante, es el objetivo mas
importante de las terapias neuroprotectoras. La apoptosis neuronal puede ocurrir
a través de las vias intrinseca (mitocondrial) y extrinseca (receptores de muerte)
para activar la caspasa-3 y conducir a la fragmentaciéon del ADN, dos marcas
distintivas de la apoptosis. Se necesita un proceso de dos pasos para la activacion
de la caspasa-3. Primero, el zimégeno inactivo (proforma de caspasa-3) es
escindido por las caspasas corriente arriba para formar el complejo intermedio
p19/12. El segundo paso implica el procesamiento autocatalitico para generar la
forma p17/12 completamente activada de caspasa-3 (149). Para estudiar la
activacion de la caspasa-3, llevamos a cabo: 1) el andlisis de transferencia Western
utilizando un anticuerpo que detecta los niveles enddgenos de los fragmentos
grandes de caspasa-3 intermedia (19 kDa) y completamente activada (17 kDa); y
2) el ensayo funcional de la Caspasa por la unién de FAM-DEVD-FMK en secciones

de cerebro.

Nuestros resultados demuestran que BZA ejerce efecto antiapoptdtico al
inhibir intensamente la actividad caspasa-3 y disminuir los recuentos de células
TUNEL-positivas. Esto ocurrid en la regidon cortical del hemisferio isquémico pero
no en la subcortical, lo cual esta en linea con nuestros resultados anteriores sobre
el volumen de infarto (150). El mismo patrén de neuroproteccion se demostrd
para E2 ya que, si se compara adecuadamente, los efectos de BZA y los de E2
fueron de la misma magnitud. Estos resultados estan en franca concordancia con
los obtenidos en condiciones de DM, los cuales demuestran que BZA actua
igualmente como un agente antiapoptotico (ensayos TUNEL y caspasa-3) en la

region cortical.
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Si bien el efecto antiapoptético de E2 se ha descrito en modelos de isquemia
cerebral focal (151-153) y global (154-156), y en modelos in vitro (modelo de
privacion de oxigeno-glucosa [OGD] en cultivos celulares) (152,156—158), este
mecanismo apenas se ha investigado en los SERMs. La hipdtesis de que el
mecanismo neuroprotector del SERM tamoxifeno en la isquemia cerebral podria
deberse a su capacidad para atenuar la muerte celular apoptética, fue sugerido y
verificado primeramente por Wakade et al. (159) y posteriormente confirmado
por Zou et al. (160). Por el contrario, se ha comunicado que tanto BZA como el
SERM raloxifeno no tienen efecto sobre el aumento de la actividad de la caspasa-3
inducido por hipoxia en células de hipocampo en cultivo (161). Por lo tanto,
nuestros resultados apoyan la evidencia de que, como en el caso de E2, BZA actua

como farmaco antiapoptodtico efectivo en el ictus isquémico con reperfusion.

5. Efecto de BZA y E2 sobre la expresion de receptores
estrogénicos ERa, ERPB y GPER en condiciones de normoglucemia y
diabetes.

Estd descrito que, al igual que en otros tejidos, las acciones de E2 en el
cerebro estan mediadas por la activacién de los dos receptores estrogénicos
nucleares clasicos, ERa y ERB, también asociados a la membrana plasmatica, y del
ER asociado a la membrana, GPER (162,163). Aunque el BZA se une tanto a ERa
como a ERPB, posee una afinidad ligeramente mayor por ERa (164). Varios estudios
en modelos de dafio neuronal han demostrado que los ER estan involucrados en
los efectos antiapoptdticos de E2 6 agonistas especificos. EI ERa parece ser
particularmente relevante (165—-168), aunque también se ha comunicado que
tanto ERB (156) como GPER (157,169) median los efectos antiapoptdticos
inducidos por estrégenos. No existe, por lo tanto, unanimidad en cuanto a qué

receptores y en qué sentido se ven afectados tras la isquemia. El sexo (machos
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versus hembras intactas u ovariectomizadas), asi como el modelo animal de
accidente cerebrovascular isquémico (permanente [p] versus transitorio [t]
MCAOQ) son probablemente las principales condiciones metodoldgicas que podrian
explicar estas discrepancias (165,170). En las condiciones establecidas en el
disefo del presente estudio (rata macho sometidas a tMCAQ), se ha investigado la
implicacion de los cambios de expresidn de los ER en los efectos neuroprotectores

de BZAy E2.

El analisis por PCR mostré que, en comparacion con el hemisferio
contralateral (sano), el episodio de isquemia-reperfusion disminuyd la expresion
de mRNA tanto de ERa como de ERPB en el hemisferio isquémico, mientras que la
expresion de mRNA de GPER no se vio alterada. Este perfil se evidencié tanto en
animales normoglucémicos como diabéticos. BZA y E2 mostraron efectos
diferentes sobre el perfil de expresidn: mientras que BZA revirtié la regulacion a la
baja de la expresion de mRNA tanto de ERa como de ERB, E2 reprodujo dicho
efecto con respecto a la expresidon del mRNA de ERa, pero no del mRNA de ERR.
Estos resultados se compararon con los obtenidos en el andlisis de proteinas. La
isquemia-reperfusion también indujo una disminuciéon en la expresidon de la
proteina ERa en el hemisferio isquémico, pero no modificé los niveles de ERP y
GPER. En los animales diabéticos, tanto la expresion de ERa como la de ERP se
vieron disminuidas. De acuerdo con los resultados de PCR, BZA revirtié la
disminucién en la expresién de la proteina ERa inducida por isquemia-reperfusion
e indujo la sobreexpresion de la proteina ERB. Por el contrario, E2 revirtio la
regulacién a la baja de la expresién de la proteina ERa inducida por isquemia-
reperfusion, pero no tuvo efecto sobre la de ERpB, en linea con lo observado para
la expresion de mRNA. Finalmente, ni BZA ni E2 indujeron cambios en la expresion

de GPER.
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En general, nuestros resultados sugieren que la expresién reducida de ERa y
ERB conduce a la exacerbacién de muerte celular apoptdtica, y que el efecto
neuroprotector de BZA y E2 reside, al menos en parte, en su capacidad para
restaurar dicha disminucién. En linea con estos resultados, recientemente se ha
demostrado que BZA restaura los niveles de mRNA de ERa y ERB previamente
reducidos en un modelo del ictus hemorragico (hemorragia subaracnoidea) (97).
Finalmente, independientemente del estado glucémico de los animales, asi como
del tratamiento con BZA o E2, los estudios de localizacidon han demostrado que la
inmunorreactividad de ERa y ERPB se detectd predominantemente en el nucleo, ya
gue se colocalizé principalmente con la tincion DAPI, mientras que la
inmunoreactividad GPER se mostré principalmente en la regién
citoplasmica/membrana de las células neurales, reafirmando la distribucién de ER

ya conocida (163).

6. Efecto de BZA y E2 sobre la activacion de las vias MAPK/ERK1/2
y PI3K/Akt en condiciones de normoglucemia y diabetes

La “proteina quinasa activada por mitégenos” (MAPK) y la “fosfatidilinositol
3-quinasa/Akt” (PI3K/Akt) son dos importantes vias de sefializacién involucradas
en la regulacién de algunos eventos importantes de la fisiopatologia del ictus. La
“quinasa 1/2 regulada por sefal extracelular” (ERK1/2) es uno de los miembros
mejor caracterizados de la familia de MAPK, y las evidencias indican que se halla
implicada en la regulacion de la apoptosis tras la isquemia cerebral (49,171).
Ademas, se ha demostrado que los ER asociados a la membrana median la
activacion de ambas vias de supervivencia (172). Estas vias pueden representar,

por lo tanto, dianas terapéuticas de interés.
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En cuanto a la via MAPK/ERK1/2, nuestros resultados ponen de manifiesto
que la isquemia-reperfusién aumento significativamente los niveles de pERK1/2
(forma fosforilada de ERK1/2 indicativa de su actividad) en el hemisferio ipsilateral
tanto en animales normoglucémicos como diabéticos. Sawe et al. (2008)
realizaron un estudio comparativo en diferentes modelos de MCAQ, en donde se
observd que los niveles de pERK1/2 aumentan durante la fase de reperfusion,
especialmente en la penumbra (171). En cuanto a nuestros resultados con BZA y
E2, en los animales normoglucémicos BZA inhibié intensamente el aumento
PERK1/2 inducido por isquemia-reperfusion, mientras que E2 no tuvo ningun
efecto significativo. En condiciones de DM los resultados fueron ligeramente
diferentes: BZA atenud el aumento de pERK1/2, mientras que E2 solamente fue
efectivo reduciendo la actividad pERK2. Tales hallazgos estdn en concordancia
con los obtenidos por Wakade et al. (2008), en los que se objetiva que pERK1/2 se
elevé significativamente tras la MCAO, y que el tratamiento con el SERM
tamoxifeno fue capaz de atenuar dicho aumento. Este efecto se correlacioné con
la reduccion del tamafio del infarto (159). Por otro lado, Sun y Nan (2016) han
revisado algunos estudios del uso de inhibidores de la actividad ERK (U0126 y
PD184161), concluyendo que dichos inhibidores disminuyen el volumen de infarto
en el modelo MCAO (49). En nuestro paradigma experimental la via de
sefializacion MAPK/ERK1/2 parece tener un efecto perjudicial antes que
beneficioso, de modo que su inhibicion por BZA quizds sea un mecanismo
neuroprotector eficaz en el ictus isquémico. Sin embargo, también hay estudios
que demuestran que la inhibicién de ERK1/2 incrementa la pérdida neuronal en el
hipocampo en un modelo de isquemia cerebral global de rata diabética (173). La
controversia en cuanto a la naturaleza de la sefializacion ERK continla existiendo,
ya que se han descrito ambos roles tanto antiapoptdticos como proapoptoéticos

(174).
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En cuanto a la via PI3K/Akt, nuestros resultados muestran que la fosforilacidn
de Akt (niveles de pAkt) se incrementa a las 24 h tras la isquemia-reperfusion en
animales normoglucémicos y diabéticos, lo que esta de acuerdo con los resultados
obtenidos en un modelo de isquemia cerebral focal inducida fotoquimicamente
(175). En cuanto a los tratamientos, ni BZA ni E2 modificaron esta respuesta ni en
condiciones de normoglucemia ni de DM. Por el contrario, otros estudios han
puesto de manifiesto una disminucidn de la expresidon de pAkt 24 h después de la
reperfusion. Debido a estas discrepancias, surge la cuestién sobre si la via
PI3K/Akt deberia inhibirse o activarse para evitar la apoptosis y promover la
supervivencia celular. Aun asi, estos resultados no se correlacionan con la
disminucién del volumen del infarto y la disminucion de la muerte celular
apoptdtica objetivados en el presente estudio, y sugieren que el efecto
antiapoptético de BZA y E2 no se desarrolla mediante la modulacién de la via
PI3K/Akt. Se sabe que pAkt no esta cataliticamente activa en las neuronas post-
isquémicas, y que el desarrollo de la isquemia genera una hiperfosforilacién y
activacion de Akt, que a su vez puede promover la induccion de su inhibidor
enddgeno, “proteina moduladora carboxilo-terminal” (CTMP). Tras la induccion,
CTMP se une rapidamente a Akt y extingue su actividad (176). Cabe sugerir que
BZA y E2 suprimen la expresion de CTMP, permitiendo de esta manera la
activacion de pAkt y promoviendo la fosforilacion e inactivacién de dianas
posteriores de Akt Implicadas en la muerte celular apoptética. De ser correcta la
afirmacion de que la activacién de la ruta PI3K/Akt juega un papel neuroprotector
en la isquemia cerebral, el hecho que ni BZA ni E2 inhiban su activacidon debe

verse como una caracteristica positiva de ambos ligandos estrogénicos (177).
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7. Consideraciones finales

Entre los multiples mecanismos de accién que pudieran mediar el efecto
neuroprotector de BZA y E2, hay que mencionar los mecanismos
cerebrovasculares. Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que tanto
E2 como determinados ligandos naturales de los ER, e. g. isoflavonas derivadas de
la soja como genisteina y daidzeina, son capaces de relajar las arterias cerebrales
por su efecto calcioantagonista (178,179), asi como de incrementar el flujo
sanguineo cerebrocortical cuando se infunden directamente en la circulacion
cerebral (via intracarotidea) (180). Por lo que respecta a la molécula principal
objeto del presente estudio, BZA, hemos caracterizado su perfil farmacoldgico en
arterias cerebrales aisladas, poniendo de manifiesto su efecto vasorrelajante
mediado por la activacion de ERa y GPER (181). Un estudio reciente de otros
autores demuestra que BZA es capaz de relajar las arterias periféricas
(mesentéricas) en mayor medida que E2 (182). Como valoracién global, BZA
podria incluirse en la lista de terapias prometedoras para el tratamiento

farmacolégico multimodal complementario de las terapias endovasculares.
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Conclusiones






La DM no altera la funciéon microvascular cerebrocortical durante la
isquemia-reperfusiéon. Estimadas por la medicidn puntual de la
perfusidn cerebrocortical (técnica de laser-Doppler), tanto la fase de
isquemia como la de reperfusién son cualitativa y cuantitativamente
similares entre animales normoglucémicos y diabéticos. Valorada
globalmente, la fisiologia basica durante la isquemia-reperfusién
tampoco se ve afectada en condiciones de DM.

La DM tiene una repercusidn negativa sobre el daifo cerebral
isquémico. Esta influencia se concreta en el mayor deterioro
funcional de los animales, pero no en términos de voliumenes de
infarto y edema cerebrales.

BZA ejerce efecto neuroprotector en la isquemia-reperfusién tanto
en condiciones de normoglucemia como de DM. Dicho efecto
consiste en la mejor valoracién neurofuncional, la reduccion del
volumen de infarto, y la disminucién de la apoptosis. Por su parte, el
efecto neuroprotector de E2 es menos consistente en tanto en
cuanto dicho ligando no mejora la valoracién funcional en
condiciones de normoglucemia.

Los receptores ERa y ERB, pero no GPER, estan implicados en el
efecto neuroprotector de BZA y E2. La isquemia-reperfusién induce
la regulacién a la baja de la expresion de ERa y ER[, pero no de GPER,
tanto en condiciones de normoglucemia como de diabetes. BZA
inhibe la regulacion a la baja de la expresidon de ERa y ERB inducida
por isquemia-reperfusién, tanto en condiciones de normoglucemia
como de diabetes. E2 inhibe la regulacién a la baja de la expresion de
ERa en ambas condiciones, pero no de ERB en condiciones de

normoglucemia.
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La via MAPK/ERK1/2 esta implicada en el efecto neuroprotector de
BZA vy, de forma menos consistente, de E2. BZA inhibe la activacién
de ERK1 y ERK2 inducida por isquemia-reperfusion, tanto en
condiciones de normoglucemia como de DM. La implicacion de la via
MAPK/ERK1/2 en el efecto neuroprotector de E2 depende del estado
glucémico: en condiciones de normoglucemia E2 no modifica la
actividad de la via, mientras que en condiciones de DM uUnicamente
inhibe la actividad pERK2. Por otro lado, la via PI3K/Akt no esta
implicada en el efecto neuroprotector ni de BZA ni de E2, ya que
ninguno de los dos ligandos estrogénicos inhiben la activacion de la
via inducida por isquemia-reperfusién, ni en condiciones de

normoglucemia ni de DM.
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