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RESUMEN

Los Accidentes Cerebro-Vasculares (ACV) han sido referidos como una de las principales
causas de muerte e incapacidad permanente a nivel mundial, afectando alrededor de 15-17
millones de personas en el mundo cada afio, se estima que 1 de cada 4 personas se vera afectada
por esta enfermedad a lo largo de su vida, lo que la convierte en una patologia de relevancia en
la salud publica, igualmente resulta de interés para los gobiernos por los enormes costos
econdmicos que genera. Los ACV se caracterizan por una disminucién o interrupcién abrupta
del flujo sanguineo que irriga el cerebro y de acuerdo a su clasificacion existen dos principales
tipos de ACV; los hemorrégicos y los isquémicos, los primeros son los mas mortales pero menos
comunes, representan alrededor del 15% del total de casos, estos episodios se ocasionan por una
lesion vascular que provoca una extravasacion del contenido hematico al cerebro. El segundo
es el tipo de ACV menos mortal pero mas comun, con un 85% del total de casos, estos episodios
son originados por una obstruccion del lumen vascular que impide el flujo de sangre a las
estructuras encefalicas. Los mecanismos moleculares y celulares desencadenados por esta
patologia han sido denominados como cascada isquémica la cual finaliza con la muerte
neuronal. Dentro de la gran diversidad de procesos que se desencadenan durante esta casada,
algunas proteinas como las interleucinas (ILs) han sido reportadas como agentes de especial
interés en la investigacion cientifica, esto debido a su aplicabilidad clinica por ser biomarcadores
moleculares y predictores del dafio celular. Algunas ILs han sido descritas como moduladores
de los procesos neuroinflamatorios, la IL-6, por ejemplo, es ampliamente conocida por ser un
facilitador de la respuesta inflamatoria, principalmente durante la fase aguda, propiciando la
muerte celular, por contrario, otras ILs como es el caso de la IL-10, poseen efectos
antinflamatorios. Las concentraciones plasmaticas de ambas (IL-6 e IL-10) en individuos que
padecieron un ACV de tipo isquémico, estan intimamente asociadas con un peor o mejor
prondstico de sobrevida respectivamente. Es asi que la regulacién negativa o positiva en la
sintesis de estas proteinas cobra especial interés en los tratamientos farmacoldgicos
administrados a pacientes isquémicos. Uno de los farmacos que ha demostrado regular la
expresion de estas ILs es el benzoato de estradiol (BE). Esta hormona ha mostrado ser un agente

neuroprotector al disminuir las concentraciones de IL-6 y aumentar las de IL-10 en pacientes



con ACV, lo que a su vez modula la neuroinflamacion y decrece los procesos necréticos y
apoptdticos. Por esta razon en el presente trabajo estudiamos las concentraciones de estas dos
ILs en ratas macho Sprague Dawley con distintos horarios post-isquemia expuestos a un
tratamiento farmacologico con BE a dosis de 4/mgkg, esto con la intencion de determinar si
existen fluctuaciones en las concentraciones de estas dos ILs y en general de la sintesis proteica
a distintos horarios post-isquemia (0,2,4,6,12 y 24h). La implementacién del proceso isquémico
se realizd mediante el método de oclusion de los 4 vasos sanguineos, posteriormente se obtuvo
el suero sanguineo mismo que fue utilizado para su medicion. La deteccion de IL-6 e IL-10 se
realizd mediante una técnica experimental novedosa conocida como Espectroscopia de
Infrarrojo por Transformada de Fourier en modo Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR), y
mediante el disefio de biosensores opticos (BO) que permitieron medir las concentraciones de
estas ILs de forma eficiente y a un bajo coste. Los resultados de nuestro estudio mostraron una
mayor concentracion proteica y expresion de IL-6 en la fase isquémica hiperaguda en animales
sin tratamiento, en contraparte, los animales que tuvieron el tratamiento neuroprotector con BE
limitaron la expresion proteica durante esta fase e incremento la expresion de IL-10 en la fase
subaguda isquémica (4-6h). Estos hallazgos sugieren que el BE tiene un efecto neuroprotector
al limitar la respuesta inflamatoria disminuyendo las concentraciones de IL-6 y promoviendo la
produccién de IL-10. La deteccidn de estas proteinas fue posible mediante la ATR-FTIR. Las
perspectivas de este trabajo incluyen la medicidn en muestras humanas, asi como la adaptacion

de nuestros dispositivos biosensores para realizar la deteccion de estas proteinas en tiempo real.

Palabras Clave:
e Isquemia Cerebral.
e Espectroscopia de infrarrojo.

e Interleucinas.
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GLOSARIO DE TERMINOS

ACV: Accidente Cerebro-Vascular.

AIT: Ataque Isquémico Transitorio.
ATR-FTIR: Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier en modo Reflectancia
Total Atenuada.

BE: Benzoato de Estradiol.

BHE: Barrera Hematoencefalica.

BO: Biosensores Opticos.

CA: Cuerno de Among.

CMM: Células Madre Mesenquimales.

E: Estradiol.

ELISA: Enzimo inmunoanalisis de adsorcion.
FNT-a: Factor de Necrosis Tumoral .

FSH: Hormona Foliculo Estimulante.

GnRH: Hormona Liberadora de Gonadotropinas.
h: Horas.

ICGA: Isquemia Cerebral Global Aguda.

ILs: Interleucinas.

IL-6: Interleucina-6.

IL-10: Interleucina-10.

LCR: Liquido Cefalorraquideo.

LH: Hormona Luteinizante.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

PCA: Analisis de Componentes Principales.
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
SNC: Sistema Nervioso Central.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

VI
u.a: Unidades Arbitrarias
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1. INTRODUCCION

Los ACV son actualmente una de las patologias de mayor relevancia en la salud publica por la
alta incidencia y tasas de muerte e incapacidad permanente que generan en poblaciones de todo
el mundo, de acuerdo a la clasificacion etioldgica de estos episodios, pueden diferenciarse 2
principales tipos de ACV; los de tipo hemorrdgico y los isquémicos, los Ultimos también
conocidos como infartos cerebrales son los mas comunes representando un 85% del total de los
casos, su principal caracteristica es una disminucion abrupta del flujo sanguineo que irriga al
cerebro, esta falta de irrigacion cerebral produce una limitacién en el aporte de glucosa y
oxigeno que son esenciales para el metabolismo celular, esta privacion provoca en los pacientes
isquémicos procesos moleculares y celulares llamados (cascada isquémica), que culminaran con
la muerte neuronal por necrosis, apoptosis o necroapoptosis. Dentro de los mecanismos de la
cascada isquémica, participan algunas proteinas como las ILs en la promocion y limitacion del

dafio cerebral por modulacion de la respuesta inflamatoria.

Las ILs son proteinas solubles de bajo peso molecular sintetizadas por diversas células
principalmente las del sistema inmune, como células B, células T, macrofagos, fibroblastos,
células endoteliales, entre otras, estas citocinas participan en la comunicacioén celular al ser
mensajeros quimicos. Las acciones asociadas a estas proteinas son diversas, algunas de ellas
incluso poseen funciones duales como es el caso de la IL-6, esta IL en condiciones fisioldgicas
homeostaticas participa en los procesos hematopoyéticos, asi como en la modulacion de eventos
inflamatorios leves, sin embargo, en condiciones patologicas que involucran procesos
inflamatorios moderados / exacerbados sin importar su etiologia, la IL-6 facilita los mecanismos
moleculares y celulares que mantienen e incrementan la respuesta inflamatoria y por ende el
dafio celular generado por la misma, en contraste, otras ILs son descritas como factores de
proteccion neural al regular la proliferacion de otras ILs, tal es el caso de la IL-10, esta citocina
ha sido destacada por modular negativamente aquellos factores moleculares asociados a la

inflamacién.



En enfermedades neurodegenerativas como la isquemia cerebral global aguda (ICGA) se
propician procesos neuroinflamatorios que, de no ser controlados, culminaran en un dafio neural
irreversible, por tal motivo se han implementado distintos tratamientos farmacoldgicos en
individuos isquémicos con la intencion de limitar la proliferacion de factores proinflamatorios
como la IL-6 y en cambio, favorezcan el aumento en la sintesis de agentes antinflamatorios
como es el caso de la IL-10. La administracion de BE ha sido utilizada en modelos de ICGA
donde ha probado poseer efectos neuroprotectores decreciendo la muerte neural y en otros
modelos de investigacion se le ha asociado con la modulacién negativa y positiva de la IL-6 e
IL-10 respectivamente. En distintos estudios se ha demostrado que estas dos ILs funcionan
como predictores de gravedad al relacionarse altas concentraciones de IL-6 con un peor
pronostico, por contrario, concentraciones elevadas de IL-10 estan correlacionadas con una
mejor tasa de sobrevida y recuperacion, por ello, la deteccion de estas proteinas tiene
importancia en la practica clinica, sin embargo, en la actualidad las técnicas utilizadas para la
deteccion de estas ILs es a través de procesos moleculares como el enzimo inmunoanalisis de
adsorcion mejor conocido como (ELISA) por su acronimo en inglés, en este tipo de ensayos un
antigeno inmovilizado se une a su anticuerpo que se encuentra enlazado a una enzima que
generard un subproducto que puede ser detectado, este tipo de procedimientos fue sugerido
como una alternativa a los radioinmunoensayos que resultan peligrosos por el manejo de
materiales radiactivos (Voller et al. 1978); no obstante, este tipo de técnicas presentan algunas
desventajas como elevados costes, tiempos largos de deteccidon, entre otras; por eso en el
presente trabajo de tesis se tuvo el propodsito de evaluar la modulacion en las concentraciones
proteicas, asi como de las interleucinas 6 y 10, en el suero sanguineo de ratas macho de la cepa
Sprague Dawley expuestos a un proceso de ICGA. Estos sujetos de estudio recibieron un
tratamiento farmacoldgico de BE con una concentracion de (4mg/kg) de acuerdo al protocolo
propuesto por (Wappler et al. 2010), administrado 30 minutos previo a la induccién de un
episodio isquémico basado en el modelo propuesto por (Pulsinelli y Brierley 1979). La muestra
sanguinea de los individuos de experimentacion fue obtenida en distintos horarios post-isquemia
(0,2,4,6,12 y 24h) con la intencion de estudiar la modulacion en las concentraciones proteicas y

especificamente de dos citocinas bioindicadoras IL-6 e IL-10, asociadas a este padecimiento.



En este estudio se propone una nueva metodologia de analisis médico centrado en la ATR-FTIR
en modo macro y micro mediante la medicion directa de suero, asi como el desarrollo de BO
basados en matrices planares de silicio cristalino que sean especificos para la deteccion de estas
dos ILs. Este modelo nos permitid tener una aproximacion mas fehaciente en el estudio de la
expresion proteica y de estas dos ILs, asi como un acercamiento al desarrollo de dispositivos
comerciales que pueden ser empleados en la practica clinica de distintas patologias, ya que como
se menciono previamente, estas dos ILs se encuentran intimamente asociadas a los procesos
inflamatorios sin importar el agente etioldgico que los genere y por ende con los pronosticos de

muerte y recuperacion.

En el estudio de ciertas enfermedades cronico-degenerativas como los ACV, se ha demostrado
que existe una gran cantidad de proteinas asociadas a esta enfermedad que se inducen mediante
la expresion de biomoléculas. En algunos casos la presencia de estas proteinas unicamente se
puede inferir o probar por medio de técnicas moleculares que son costosas en tiempo y recursos;
sin embargo, en la ultima década, sobre todo en el campo de las neurociencias, se han
desarrollado diversas herramientas asociadas a la espectroscopia, con la finalidad de estudiar la
actividad molecular con una alta especificidad no alcanzada por las técnicas convencionales. La
espectroscopia aplicada a sistemas biologicos es una tecnologia que es utilizada con la intencion
de determinar las modificaciones moleculares que puedan existir en una muestra y de esta forma

caracterizar su espectro o también llamado “huella dactilar” muestral.

Los ACV son todas aquellas neuropatologias caracterizadas por una disminucién del flujo
sanguineo y por ende de sus nutrientes, principalmente oxigeno y glucosa hacia el cerebro. Los
ACYV son catalogados como un sindrome clinico, debido a su gran diversidad etiologica, tienen

como caracteristica un desarrollo veloz de las lesiones que propician (Chen et al. 2021).

La clasificacion internacional de enfermedades define a los ACV como el desarrollo rapido de
signos clinicos de afectacion focal o global de las funciones cerebrales, con sintomas que duran
por lo menos 24h, conduciendo a la muerte, sin otra causa aparente que no sea el origen vascular

(Krishnamurthi et al. 2020).



En los paises desarrollados los ACV son considerados como la tercera causa de muerte mas
frecuente, antecedido Uinicamente por las cardiopatias y cancer (Climent et al. 2020). Esta
incidencia se ha mantenido mas o menos constante durante al menos las ultimas tres décadas,

generando altas tasas de incapacidad permanente.

Clasificacion de los ACV

Existen varios tipos de clasificacion para los ACV tomando en cuenta diversos aspectos propios
de la enfermedad; sin embargo, de acuerdo a su etiologia pueden ser clasificados en dos grupos:
hemorrégicos e isquémicos, representando un 20% y 80% respectivamente del total de casos. A
su vez los isquémicos se subdividen en dos grupos acorde al area cerebral que hayan afectado,
ya sea en focales o globales, los primeros afectan un area cerebral especifica y los segundos se

presentan cuando todo el cerebro se ve involucrado (Boursin et al. 2018).

Accidente cerebro-vascular isquémico

Se produce cuando un vaso sanguineo se ve obstruido de forma total o parcial propiciando un
déficit en el aporte sanguineo nutrimental. Estos bloqueos vasculares ocurren principalmente de
dos formas, trombotica y embdlica. E1 ACV trombdtico ocurre cuando se desprende un codgulo
de sangre que viaja a través de los vasos sanguineos hasta llegar a un sitio donde impide la
circulacion. Estos codgulos son generados por una excesiva produccion plaquetaria, lesiones

endoteliales, arterioesclerosis o estenosis vascular.

El ACV embolico se genera cuando una sustancia que puede ser enddgena, exdgena, solido,
liquido o gas, interrumpen el correcto flujo sanguineo a través de los vasos. Agujas, grasas,
objetos extrafios, burbujas de dioxido de carbono, pueden generar un émbolo (Jatene y Bernardo

2003).



Accidente cerebro-vascular hemorragico

Este tipo de ACV es menos comun que el isquémico, tiene como principal caracteristica una
ruptura de los vasos sanguineos que irrigan al cerebro, produciendo hemorragia. Las causas
atribuibles a este tipo de patologia son los aneurismas, deformaciones venosas, presion arterial
alta y contusiones. Algunos autores subdividen a este grupo en otros dos, subaracnoideos e
intracerebrales. De tal clasificacion los ACV hemorragicos subaracnoideos se caracterizan por
una hemorragia en la superficie del cerebro, en la parte medial de las meninges que recubren al
mismo, mientras que los ACV hemorragicos intracerebrales o también Ilamados

intrahemisféricos ocurren por una hemorragia a nivel interno del cerebro.

Factores de riesgo del ACY

Los factores de riesgo son todas aquellas variables, circunstancias, caracteristicas personales o
ambientales propias de un individuo o un grupo de individuos que se encuentran asociadas con
una mayor probabilidad de padecer determinadas enfermedades, y funcionan como predictores
estadisticos de estas (Putaala 2020). Para poder ser considerados como factores de riesgo, deben

poseer los postulados de causalidad que a continuacion se enlistan:

¢ Intensidad de la asociacion.

e (Coherencia (con lo conocido sobre la historia natural y la biologia).
e Especificidad (una causa-un efecto).

e Temporalidad (la causa antecede al efecto).

e Relacion dosis-respuesta o gradiente biologico.

e Verosimilitud o plausibilidad bioldgica.

e Consistencia (en diferentes circunstancias).

e Experimentacion (relacionada con la hipdtesis).

e Analogia (con otras hipotesis probadas).



Los factores de riesgo que predisponen a los ACV se dividen en dos grupos llamados
modificables y no modificables, definidos asi por el hecho de que algunos pueden ser evitados

o controlados y otros no (JJ y Romén 2021).

Dentro de los factores de riesgo modificables encontramos:

e Tabaquismo: Este habito dafia a los vasos sanguineos haciéndolos mas rigidos

comprometiendo su funcionalidad atn en fumadores pasivos.

e Diabetes: La diabetes junto con el consumo excesivo de bebidas azucaradas pueden

elevar a mas del doble la probabilidad de un ACV.

e Colesterol: El colesterol elevado incrementa las probabilidades de una obstruccion en
los vasos sanguineos, este fendmeno estd estrechamente correlacionado con otros dos

factores de riesgo que son el sedentarismo y la obesidad.

e Enfermedad arterial: Cualquier tipo de enfermedad que esté asociada a una de las
principales cuatro arterias que irrigan el cerebro (carotidas y vertebrales) o bien capilares

sanguineos pueden inducir un ACV.

e Ataques isquémicos transitorios (AIT): Diagnosticar y tratar los AIT es de vital
importancia para evitar ACV futuros, se ha comprobado que las personas que han sufrido
un AIT tienen 50% mas probabilidad de sufrir un ACV posteriormente, principalmente
durante las siguientes dos semanas posteriores al AIT. Este tipo de episodios presentan
los signos patognomonicos de la ICGA pero los mismos desaparecen durante las 24h

posteriores.

e Cardiopatias: Los problemas cardiacos son muy variados, un mal funcionamiento

cardiaco puede conllevar a un ACV ya que si las estructuras que componen el corazon



y que se encargan de realizar el gasto cardiaco no funcionan de manera adecuada pueden

ocasionar aglutinamiento sanguineo y coagulacion en las cavidades del corazon.

Trastornos sanguineos: Algunas alteraciones en la sangre como un elevado conteo de
glébulos rojos puede predisponer la aparicion de coagulos, de igual manera patologias
como la anemia falciforme puede ocasionar que estas células se adhieran a las paredes

vasculares ocasionando una estenosis del lumen vascular.

Alcoholismo: El consumo cotidiano y exacerbado de bebidas embriagantes pueden

generar hipertension o una congestion alcohdlica que pueden derivar en un ACV.

Consumo de drogas ilegales: Algunas drogas ilegales como la ketamina, cocaina,

¢éxtasis, heroina, entre otras, se han asociado con un mayor riesgo de padecer ACV.

Dentro de los factores de riesgo no modificables encontramos:

Sexo: Los hombres tienen mayor probabilidad de padecer cualquier tipo de ACV en
edades tempranas en comparacion con las mujeres, sin embargo, se sabe que la
incidencia en mujeres en edades post-menopausia igualan e incluso incrementan con

respecto a las de los hombres.

Genética: Todas aquellas personas cuyos parientes de consanguinidad directa han
sufrido un ACV tienen una mayor predisposicion a sufrir ACV, de igual manera las
personas de raza negra son mas propensas a sufrir este tipo de patologias comparados

con las personas de raza caucasica.

Edad: A pesar de que los ACV afectan a personas de todas las edades, es claro que la
tendencia a padecer estas patologias se incrementa drasticamente a medida que las

personas tienen mayor edad, siendo las personas geriatricas las mas susceptibles a este



tipo de episodios, no obstante, estos procesos son cada vez mas comunes en jovenes

incluso infantes.

e Medio ambiente: Las personas que viven en localidades o trabajan en sitios en los que
se encuentran expuestos a contaminantes como metales pesados pueden padecer de

procesos cerebrovasculares.

Por lo descrito anteriormente los ACV son una patologia que tradicionalmente se ha
correlacionado principalmente con personas de edad avanzada, y se prevé que para el afio 2030,
la incidencia, discapacidad y muerte por este tipo de enfermedades se vera duplicado a nivel
mundial como lo pronostica (Béjot et al. 2019). En paises en vias de desarrollo también se
encuentran catalogados como la segunda causa mas comun de mortalidad en adultos jovenes y
como la primera en invalidez. Los prondsticos acerca de esta patologia no son alentadores, ya
que la tendencia a padecer estas patologias contintia en ascenso debido a la mayor esperanza de
vida. Ademas, la relacion edad/ACV se cree, puede estar influenciada por la ausencia en la
produccion de hormonas gonadales, principalmente estradiol (E) y progesterona (P), esto
explicaria el aumento en la incidencia de esta enfermedad en mujeres postmenopausicas como

lo explica (Wafa et al. 2018).

Biosintesis del estradiol

El (E) es una hormona sexual femenina de origen esteroideo, su biosintesis ocurre
principalmente en las gonadas sexuales femeninas (ovarios), aunque también se conoce que
dicha hormona puede sintetizarse en otros 6rganos como la placenta y en células gliales del
sistema nervioso central (SNC) asi como en las células de Schwann del sistema nervioso

periférico (SNP) (Ventura y Hernandez 2019).



Las biomoléculas esteroideas poseen una estructura quimica que consiste basicamente en el
ciclo pentanoperhidrofenantreno. El E estéd constituido por 18 atomos de carbono, el colesterol
que es el precursor obligado de las hormonas esteroidales les confiere a todas estas hormonas
una configuracién molecular similar.

El colesterol se sintetiza en el reticulo endopldsmico liso y se obtiene desde el plasma. Los
productos de la degradacion del colesterol pueden ser secretados como hormonas o servir como

precursores de otras hormonas.

La etapa limitante en el ovario es el paso de colesterol a pregnenolona y esta regulada por la
hormona luteinizante. Los estrogenos se forman por aromatizaciéon del anillo A de los
androgenos (estradiol desde testosterona, estrona desde androstenediona). El estriol se produce
como producto final desde el estradiol. Los estrogenos se metabolizan principalmente en higado
y tracto gastrointestinal, los niveles de estrogenos son medibles en sangre completa, suero,

plasma e incluso moco cervical, saliva, y fluido folicular y peritoneal.

Estos procesos de sintesis ocurren en sitios especificos del ovario durante el ciclo menstrual y
en hembras en su equivalente el ciclo estral. Los foliculos terciarios (ya dependientes de
gonadotrofinas), estan compuestos por los ovocitos, rodeados por células de la granulosa y su
membrana basal que las separa de las células de la teca. En las células de la granulosa se
sintetizan estrogenos, estimulados por la FSH. Para ello necesitan de precursores androgénicos
que llegan por difusion simple a través de la membrana desde las células de la teca que son
estimuladas por LH. Durante la fase folicular la FSH induce la expresion de sus receptores en
la granulosa, lo que aumenta los niveles de estrogenos y estos a su vez inducen la expresion de

receptores para LH en la teca, aumentando la eficiencia de este sistema.

Durante la biosintesis esteroidea participan: el citocromo P50 scc (enzima desramificante del
colesterol), citocromo P50 17-a-hidroxilasa, la P50 aromatasa y la 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3BHSD). Estas enzimas participan en la regulacion de la conversion del
colesterol en pregnelonona, de la pregnelonona a progesterona y finalmente en la conversion de

androgenos a estradiol como lo describe (Schiffer et al. 2019).



Con el uso de técnicas como la hibridacién in situ y la inmunohistoquimica, se ha conseguido
dilucidar la distribucion cerebral de las enzimas que intervienen en la biosintesis esteroidogénica
en una amplia variedad de animales, sin importar el género; dichas enzimas han sido localizadas
en la corteza cerebral, cerebelo, amigdala, bulbo olfatorio, cuerpo estriado, septum e hipocampo.
De igual manera se ha localizado al receptor para E en neuronas del hipotdlamo, amigdala,
septum, cerebelo, corteza cerebral e hipocampo (Dietrich et al. 2015, Schiffer et al. 2019). EI E
produce efectos plasticos en el SNC, pues interviene en la formacion, maduracion,
diferenciacion y funcionalidad de las células nerviosas (Kramar et al. 2013). La produccion
hormonal del ovario esta circunscrita al eje hipotdlamo-hipofisis-gonada. Tanto la FSH como la
LH se producen en respuesta a distintos patrones pulsatiles de secrecion de GnRH por parte del
hipotdlamo y estdn intimamente modulados por los niveles de estrdgenos y otras hormonas

producidas en el ovario.

Funciones asociadas al Estradiol

Las hormonas gonadales ademés de las bien sabidas funciones reproductivas en las que estan
involucradas, también poseen multiples efectos en otros 6rganos que no son los reproductivos
como el cerebro, donde ejercen acciones de suma importancia desde la etapa gestacional hasta
la senescencia. Estos compuestos hormonales actuan en areas del cerebro que no necesariamente
se involucran con las conductas sexuales o reproductivas como lo son el prosencéfalo basal, el
hipocampo, el rafe del mesencéfalo, el tronco encefalico, el putamen caudado entre otros. Es
debido a esto que multiples grupos de investigacion han trabajado en el estudio de los efectos
estrogénicos y han descubierto que estdn intimamente relacionados por procesos de
memorizacidn, envejecimiento celular y enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, tanto
las progestinas como los estrogenos modulan la sinaptogénesis en la region CA1 del hipocampo,
asi mismo, la creacion de nuevas sinapsis excitatorias se induce por E involucrando receptores

N-metil-D-aspartato (NMDA).
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Estradiol e inflamacion

Las hormonas esteroideas gonadales, es decir, aquellas cuya principal sintesis se realiza a nivel
de ovarios y testiculos, en hembras y machos respectivamente, utilizando como sustrato el
colesterol, han sido histéricamente asociadas unica y exclusivamente a la mediacion de las
respuestas fisiologicas vinculadas con la reproduccion, especificamente con la conducta sexual,
los ciclos estrales, la gestacion, el parto y la lactancia; sin embargo, actualmente es bien
conocido como estas hormonas son producidas en otros drganos periféricos e incluso ya se ha

demostrado su sintesis a nivel SNC.

El descubrimiento de la produccion a nivel cerebral de hormonas como el estradiol, la
testosterona o la progesterona, asi como la biodisponibilidad de sus receptores en areas del
encéfalo que no estan relacionadas directamente con las funciones a las que comunmente se les
asocia, despertd en los investigadores diversos cuestionamientos que llevaron finalmente al
entendimiento de que estas moléculas poseen multiples y variadas funciones que no son
exclusivas para la reproduccion. De tal forma que actualmente podemos aseverar que varias
funciones del SNC se encuentran influenciadas o directamente orquestadas por las hormonas
estereoideas (Compagnone y Mellon 2000). Uno de los factores que propician las acciones de
hormonas esteroideas gonadales a nivel SNC tiene que ver con la facilidad que poseen estas
sustancias para atravesar la barrera hematoencefélica y de esta forma lograr la union a sus
receptores en sus células diana, conformando complejos neuroactivos (Mellon y Griffin 2002).
No obstante, las funciones activadas por hormonas gonadales a nivel SNC no son propiciadas
unicamente por las hormonas procedentes del sistema periférico que logran atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE), ya que la produccion de estas puede llevarse a cabo de novo por
células neuronales y de la microglia, incluso se ha reportado la presencia de sus metabolitos a
nivel cerebral en altas cantidades como el caso de la alopregnanolona (Marx et al. 2006). Es
debido a esto que el consenso cientifico actual manifiesta que los efectos de las hormonas
esteroides gonadales son indistinguibles independientemente de los 6rganos o células donde

hayan sido generados; sin embargo, pueden clasificarse como neuroesteroides si son
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sintetizados a nivel SNC o esteroides gonadales si fueron producidos en o6rganos sexuales

(Charalampopulos et al. 2006).

Una de las principales funciones asociadas especificamente a los neuroesteroides tiene que ver
con la neuroproteccion ante el deterioro celular en neuronas de individuos expuestos a
condiciones patoldgicas neurodegenerativas, tales como el Parkinson, Alzheimer o la Isquemia
Cerebral. Aunque los mecanismos moleculares desencadenados por los neuroesteroides asi
como las vias de sefializacion involucradas en las respuestas neuroprotectores no han sido
dilucidadas en su totalidad, si han sido reportados hallazgos que permiten tener una mayor

claridad de como ejecutan esta neuroproteccion.

En un estudio realizado en aves se determin6 que, ante una lesion cerebral, una menor inhibicion
de la enzima aromatasa y el reemplazo estrogénico, propiciaron un dafo cerebral menor, asi

como la extension del mismo (Pedersen et al. 2017).

El sistema nervioso central (SNC) es considerado un érgano inmune privilegiado, dada la
existencia de su BHE que interviene en el paso de células inflamatorias y mediadores quimicos
entre los capilares sanguineos al parénquima cerebral. En la actualidad se cuestiona el grado de
aislamiento del SNC mediante la BHE. Se conoce la activacion del sistema inmune y se ha
descrito la presencia de un nimero muy reducido de linfocitos (1-3 mm) en el liquido

cefalorraquideo (LCR) de pacientes sanos.

Existen en el SNC células inflamatorias propias de la microglia y los macréfagos, los cuales
estan involucrados en la recepcion y propagacion de informacion inflamatoria. En los altimos
aflos se ha descrito que el sistema inmune y el proceso inflamatorio participan de forma activa
en la pérdida neuronal descrita en enfermedades del SNC agudas (por ejemplo, infarto cerebral)
y cronicas (esclerosis multiple y enfermedad de Alzheimer) (Moonen et al. 2023). La respuesta
inflamatoria en el SNC esta dada por la activacion de células de la microglia y astrocitos,
expresion de mediadores inflamatorios, con una invasion controlada de células inflamatorias

periféricas. Este proceso podria estar facilitado por la rapida induccién de la expresion de
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mediadores inflamatorios, como las citocinas y prostaglandinas que regulan las moléculas de
adhesion y aumentan la permeabilidad de la BHE, promoviendo el paso de células inflamatorias
periféricas, con la consecuente liberacion de moléculas potencialmente toxicas para las neuronas
cerebrales. En el dafio cerebral isquémico agudo aumenta la permeabilidad de la BHE y las
células inflamatorias entran en contacto con los antigenos del SNC en el cerebro y en la periferia

(Yang et al. 2019).

Citocinas

Se puede definir a las citocinas como proteinas pequefias, es decir, de bajo peso molecular (15-
20KDa) aproximadamente, con una vida media corta y de vital importancia en los tres tipos de
sefializacién celular, autocrina, endocrina y paracrina. Estas proteinas estdn ampliamente
involucradas en las funciones fisioldgicas relacionadas con el desarrollo inmunoldgico, por
ejemplo; asi como en su propio funcionamiento (Gandhi et al. 2016). Las citocinas son
agrupadas en familias, esto dependiendo de su composicion estructural y de su especificidad,
esta especificidad definird las funciones fisioldgicas de las citocinas que incluso pueden ser
opuestas o reguladas positiva y negativamente entre ellas mismas. Este tipo de proteinas
(citocinas) necesitan de la union a complejos de receptores multinuméricos en los que
habitualmente suele hallarse alguna subunidad que puede interactuar con algunas otras citocinas

(Spangler et al. 2015).

Se denomina citocinas a los mas de 100 péptidos diferentes desde el punto de vista genético y
estructural, que actian mediante la unidn a receptores especificos de la superficie celular. Las
citocinas son sintetizadas por diferentes tipos celulares, y reciben diferentes nombres: linfocinas
si son secretadas por linfocitos y monocinas, si son producidas por macréfagos. Muchas
citocinas comparten funciones por ser pleiotropicas, ya que actuan sobre diferentes tipos de
células. Poseen vida media corta y actiian de forma paracrina y endocrina. La mayoria de las
reacciones inflamatorias son mediadas por citocinas que pueden aumentar el dafio producido

por un infarto isquémico. En el cerebro existen muchos tipos celulares capaces de secretar
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citocinas (microglia, astrocitos, células endoteliales y neuronas). Las citocinas circulantes estan
involucradas en la inflamacion cerebral. Monocitos, linfocitos T, células NK 'y
polimorfonucleares pueden contribuir a la inflamacion del SNC. Las principales citocinas que
actian en el proceso de inflamacién son: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral alfa (FNT-a) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), que son
proinflamatorias, y dentro de las antinflamatorias la interleucina 10 (IL-10) segtin lo reportado

por (Becher et al. 2017).

La isquemia aumenta la expresion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas capaces de
inducir reactividad glial y atraer diferentes tipos de leucocitos hacia la zona de lesion. Se sabe
que en las primeras horas después del inicio de la isquemia se libera factor de necrosis tumoral
alfa (FNT-a), interleucinas (ILs) y distintos tipos de interferon (IFN) (Li et al. 2001), asi como
quimiocinas. Las concentraciones de citocinas también aumentan en la sangre y en el liquido
cefalorraquideo, segun se ha demostrado en animales de experimentacion y en pacientes de
ictus. Asi, concentraciones sanguineas elevadas de IL-6 y del FNT-a se correlacionan con
deterioro neurologico (Vila et al. 2003). Sin embargo, la administracion intracerebral de IL-6
tiene efectos neuroprotectores en animales (Loddick et al. 1998), y también se reconoce el papel
dual del FNT-a (Hallenbecj et al. 2002), en funcion del receptor sobre el cual actia. La
concentracion, el lugar y el tiempo de accion de las citocinas puede desempefiar un papel
determinante en estos efectos aparentemente contradictorios. En cambio, concentraciones bajas
de la citocina antinflamatoria IL-10 en pacientes se relaciona con mal pronoéstico, lo que
concuerda con resultados experimentales que muestran efectos beneficiosos de la IL-10
(Ooboshi et al. 2005). Debido a la relevancia que tendran las IL-6 y 10 para el presente proyecto,

solo se ampliara la informacién en relacion a éstas.
La IL-6 es una glucoproteina secretada por macrofagos, células T, células endoteliales y

fibroblastos. Su liberacion esta inducida por IL-1 y aumenta en respuesta al TNF-a, su funcion

activa la formacion de inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B.
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La IL-6 puede contribuir al dafio provocado por la inflamacion en el cerebro, y estd implicada
en la regulacion de la apoptosis neuronal (Herrmann et al. 2003). Diversos estudios sugieren
que la IL-6 esta sobrerregulada después de la isquemia cerebral (Wang et al. 1994), postulandose
que posee efectos perjudiciales en la misma. En otro estudio se encontr6 que los pacientes cuyos
niveles de IL-6 son mayores a Spg/ml tienen una probabilidad 25 veces mayor de desarrollar un
nuevo evento vascular y una probabilidad 19 veces mayor de fallecer por un problema de origen
vascular. En consecuencia, los niveles elevados de IL-6 podrian ser un buen indicador de
deterioro neurologico temprano, y niveles elevados de IL-6 se asocian a un mayor volumen de
infarto y a un mal prondstico (Castillo y Rodriguez 2003, CJ 2004). Asi, se ha demostrado una
asociacion entre los niveles plasmaticos de 1L-6 y el deterioro neuroldgico precoz, que es

independiente del tamafio inicial, la topografia o el mecanismo de infarto.

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria secretada por linfocitos y monocitos. Actiia mediante
la inhibicion de los efectos de IL-1 y FNT-B mediante la supresion de la expresion y de la
activacion de sus receptores. La IL-10 es sintetizada por el SNC y se encuentra sobreexpresada
en infartos cerebrales experimentales (Strle et al. 2001). Se han detectado concentraciones altas
de IL-10 en el LCR de pacientes con infarto agudo (Tarkowski et al. 1997). Pacientes con bajos
niveles de IL-10 presentan un mayor riesgo de infarto, lo que sugiere un efecto protector de la
citocina (Van et al. 2002). Por todo esto se ha propuesto a la IL-10 como un potencial blanco
terapéutico antiinflamatorio para el infarto cerebral. La administracion exdgena de IL-10 podria
constituir un posible tratamiento para reducir el dafio producido por el infarto cerebral, esta

teoria ya se ha realizado con €xito en animales, mostrando efectos benéficos (Spera et al. 1998).
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Proceso Inflamatorio

La inflamacion es descrita como un amplio y multivariado conglomerado de procesos tanto de
tipo fisioldgico como patologico. Se han detallado un sin nimero de eventos necesarios para el
desencadenamiento de la inflamacion, su prolongacion e inhibicion. Los procesos inflamatorios
que han sido estudiados de forma clasica (infeccion y lesion tisular) fueron de los primeros
detonantes de conocimiento que explicaron el reclutamiento de leucocitos, asi como el de
proteinas plasmaticas incluidas las interleucinas en las areas o tejidos afectados (Medzhitov et

al. 2008).

Si bien una respuesta inflamatoria prolongada o excesiva puede resultar en un dafio celular o
tisular de consideracion y en casos extremos incluso con la muerte de un individuo, debemos
entender que la inflamacion es un factor complejo pero en extremo necesario como respuesta
ante estimulos bioldgicos, quimicos o fisicos que funciona como una alerta hacia el Sistema
Nervioso Central de que existe algin problema y que sus efectos benéficos o perjudiciales

dependen de su duracion, severidad y area que hayan afectado.

Se conoce que en la fase aguda (24h) en la respuesta inflamatoria, diversas células, asi como
proteinas asociadas con funciones del sistema inmunoldgico, realizan una migracion a través
del suero sanguineo hasta los sitios donde ha ocurrido la lesion. Estos eventos orquestados
cronoldgicamente y a veces expresados de forma sincrénica son facilitados por distintos tipos
de citocinas. Si la lesion es leve, por ejemplo, un ligero traumatismo que unicamente lesiond
piel, la respuesta inflamatoria aguda puede ser suficiente para desencadenar los procesos de
sanacion de forma adecuada; sin embargo, en estadios de inflamacidn persistente que resultan
de una exposicion continua ante agentes proinflamatorios se puede conducir a un estadio de
inflamacion créonica en la que generalmente el dafio suele ser mayor, esto no quiere decir que la

inflamacion crénica sea siempre mas dafiina que la aguda.

Debemos recordar que el area de afeccion también es un factor importante al momento de

determinar qué tan dafiino es o no un proceso inflamatorio, por ejemplo, en los procesos
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patolégicos en los que existe neuro inflamaciéon, una respuesta inflamatoria hiperaguda
(segundos o minutos) puede culminar con la muerte de neuronas y esto desencadenar a su vez

la muerte de un individuo sin que llegue a dar tiempo a pasar a un estadio de inflamacion cronica.

Actualmente se conoce que los complejos celulares y moleculares que participan en la respuesta
inflamatoria son los mismos sin importar su origen, de esta forma es que ahora el enfoque que
estan tomando los investigadores al momento de abordar la investigacion de la inflamacion, esta
avocada a determinar la presencia y/o funcion de los distintos mecanismos y sus componentes
que funcionan como inmunomoduladores activos o pasivos de la misma. Se ha dilucidado que,
si bien estos componentes son los mismos en los diversos tipos de inflamacion, si existen
cambios en la dindmica hematoldgica expresada en los factores del complemento y las citocinas,
por ello, ahora se busca hacer la correlacion individual de estos biomarcadores inflamatorios
con eventos patologicos especificos con la intencion de determinar si x 0 y citocina es mas o
menos comun en determinada patologia, de esta forma podrian instaurarse protocolos clinicos

mas especificos y con un impacto positivo mayor como lo menciona (Germolec et al. 2018).

Los procesos neuro-inflamatorios han sido tradicionalmente asociados a practicamente todas las
enfermedades de tipo neurodegenerativo entre las que se incluyen las mas mortales y con mayor
morbilidad como; el Alzheimer, enfermedad de Parkinson, Esclerosis Amiotrofica,
Arterioesclerosis, Isquemia Cerebral, etc. Todas y cada una de ellas culminando con una
disfuncion o muerte neuronal. En ese sentido se entiende por enfermedad inflamatoria aquella
patologia que se conforme de componentes estructurales como los macrofagos o células
linfoides, de un dafio endotelial que disminuira su funcionalidad y una respuesta de lesion que
resulta en una cascada de eventos moleculares que involucra mecanismos humorales (citocinas
y factores de crecimiento) y celulares (aumento de los procesos quimiotaxicos, migracion,
adherencia e infiltracion celular). Cada fase del proceso inflamatorio posee sus propios
componentes y vias de sefializacion destacando moléculas de adhesion, expresion de citocinas
proinflamatorias como la IL-1, IL-6 y el FNT-q, asi como algunos ligandos fagocitarios.

En las enfermedades inflamatorias donde se ve involucrado el SNC, particularmente en la

isquemia cerebral, se ha demostrado que existen marcadas elevaciones en las concentraciones
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de marcadores inflamatorios a nivel sistémico, detectando aumentos de la proteina C reactiva
plasmatica, el fibrindgeno, la IL-6, factores del complemento entre otras. La evidencia cientifica
ha demostrado un rol fundamental de los procesos inflamatorios en la isquemia, se espera que
los resultados de estos estudios arrojen luz acerca del desarrollo e implementacion de nuevas
estrategias terapéuticas que prevengan y disminuyan la incidencia y gravedad de esta
enfermedad mediante la induccion natural de mecanismos antinflamatorios o bien inhibiendo

los elementos pro inflamatorios por vias selectivas (Gonzalez et al. 2002).

La investigacion de la neuro-inflamacion durante la ICGA es de vital importancia si tomamos
en cuenta que su incidencia se da en 350 personas por cada 100.000 habitantes, representando
la Ter-3er principal causa de muerte e incapacidad permanente en adultos jovenes alrededor del
mundo, no importando la economia o raza de las poblaciones. Si bien se ha logrado entender
una amplia gama de eventos celulares y moleculares que participan activamente durante la
neuro-inflamacidon y que son necesarios para su desarrollo, asi como para su atenuacion; sin
embargo, los protocolos y tratamientos clinicos que son usados en la actualidad atn son
ineficientes. Se ha comprendido que la respuesta cerebral experimental y clinica ante la lesion
isquémica se vera asociada con un evento inflamatorio caracterizado por la activacion de
complejos celulares gliales, produccion masiva de citocinas e infiltracion leucocitaria y
monocitaria, pero no se ha determinado en qué nivel estos procesos inflamatorios post-isquemia
pudieran también estar contribuyendo a la recuperacion neural mediante la facilitacion de

plasticidad cerebral (Kriz y Lalancette 2009).
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Fases del proceso inflamatorio

Los procesos inflamatorios abarcan un amplio nimero de fendmenos celulares y moleculares;

sin embargo, pueden agruparse de forma genérica en 5 fases:

1.- Liberacion de mediadores: Esto hace referencia a la salida de distintas moléculas hacia
torrente sanguineo, estas sustancias son producidas por los mastocitos y liberadas por ellos

mismos ante estimulos de lesion.

2.- Consecuencia de los mediadores: Al ser liberados los mediadores y llegar a su sitio diana
que en muchos casos es el propio endotelio vascular, produciran efectos de tipo quimiotactico
que permitirdn, a su vez, una facilitacion para el arribo de moléculas y células del sistema
inmunologico al sitio inflamatorio. Es importante recalcar que los mediadores inflamatorios son

los responsables de las manifestaciones clinica de la inflamacion.

3.- Atraccion de moléculas y células inmunoldgicas al foco inflamatorio: Estas sustancias llegan
al area de lesion principalmente del sistema sanguineo, pero también de algunos o6rganos

adyacentes al lugar donde se present6 la lesion.

4.- Modulacion inflamatoria: Esta es probablemente la fase mas critica del proceso inflamatorio
debido a que la regulacion o no del mismo, puede ser determinante al momento de predecir la
posible gravedad del evento. Hay que recordar que la inflamacion es una respuesta
inmunologica natural y que los componentes que la conforman tienen benéficas acciones en
estadios homeostaticos; sin embargo, cuando se elevan estas concentraciones y se prolongan en
tiempo, es cuando desencadenan multiples afecciones. Las moléculas pro y antinflamatorias

poseen un sistema de autorregulacion que unicamente se ve alterado en estadios patologicos.
5.- Reparacion y/o recuperacion: Este ultimo estadio consiste en una serie de fendémenos que

resultaran, en condiciones normales, en la reparacion tisular total que se haya visto afectada

posterior al evento inflamatorio.
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Inflamacion a nivel clinico

Los eventos inflamatorios son comprendidos como una amplia y diversa gama de respuestas
fisiologicas y en ocasiones fisiopatoldgicas representadas en interacciones moleculares y
celulares producto de la respuesta ante alguna lesion que esté ocasionando un dafo al organismo.
Dicha lesion puede tener multiples etiologias muy distintas una de otra, por ejemplo, un
traumatismo, infecciones bacterianas y/o viricas, tumoraciones cancerigenas, quemaduras,
desérdenes inmunologicos e incluso puede ser originada por condiciones de obesidad, diabetes

o accidentes cerebrovasculares por mencionar algunos.

Dependiendo del tiempo que haya transcurrido desde que inici6 el estadio inflamatorio, esté
puede ser clasificado como inflamacion aguda para aquellos procesos inflamatorios que duraron
poco tiempo (minutos, horas o dias) desde que inicio hasta que se recuperd la homeostasis, y
cronicos para aquellos procesos inflamatorios cuya duracion sea medida en semanas, afios €
incluso permanentes. Dependiendo el area o los 6rganos que se estén viendo involucrados en la
inflamacion también se le puede catalogar como: inflamaciéon local para eventos que se
presentan en un area u 6rgano muy especifico, regional para aquellas inflamaciones que
abarquen un area que involucre varios 6rganos y sistémica para los eventos inflamatorios que
involucren a todo el organismo o a la gran mayoria de los o6rganos y aparatos. Finalmente
dependiendo de la severidad del dafio generado por la inflamacion puede ser considerada como
leve, moderada o grave.

A nivel clinico, los profesionales de la salud se valen de lo que se conoce como los puntos
cardinales de la inflamacion, que son un conjunto de signos y sintomas observables por el
médico o manifestados por el paciente, que ayudan a diferenciar una inflamacion de un edema.
De tal forma para poder tener certeza de que se trata de un proceso inflamatorio se debe cumplir

con lo siguiente:

1.- Rubor: El tejido debe observarse enrojecido, esto es debido a la vascularizacion caracteristica

de la inflamacidn, en el caso de edemas no existe dicho enrojecimiento. Este punto aplica solo
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de forma macroscopica ya que no es observable a nivel microscopico, su equivalente seria la

presencia de un gran numero de capilares, vasos sanguineos y tejido hematico.

2.- Tumor: Debe ser observable un aumento de tamano en el tejido o células afectadas.

3.- Calor: Aumento de la temperatura en area afectada.

4.- Dolor: Unicamente percibido y manifestado por el paciente.

5.- Pérdida o disminucion de la funcion: Este ultimo punto fue el de més reciente adhesion y fue
propuesto por Virchow quien detallé que todas las células, tejidos, aparatos, 0rganos o sistemas
que estén envueltos en un proceso inflamatorio tendran una pérdida parcial o total de su propia
fisiologia, es decir, que no podran realizar sus procesos celulares y bioquimicos de forma

adecuada.

Por lo antes descrito la implementacion de nuevas metodologias y el desarrollo de nuevos
dispositivos que permitan evaluar las modificaciones en la expresion proteica y en particular de
analitos de interés, es de especial importancia al permitir tener una mejor compresion del
desarrollo fisiopatologico de enfermedades como la ICGA y también provee aproximaciones al

desarrollo comercial de estos dispositivos para su uso practico.
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2. ANTECEDENTES

Interleucina 6 (IL-6)

A la familia que pertenece la IL-6 tradicionalmente se la ha atribuido diversas funciones,
incluida la activacion de las células de tipo B asi como la induccion de hepatocitos. También a
esta familia de citocinas se la han dotado variadas funciones de tipo metabolico y neurotréfico.
Estudios con anticuerpos monoclonales neutralizadores del receptor a IL-6 propiciaron su
utilizacion a nivel global como un tratamiento efectivo en enfermedades de tipo autoinmune

(Tanaka et al. 2014).

Este tipo de citocinas (IL-6) y otras moléculas como el factor inhibidor de la leucemia, el factor
neurotrofico ciliar u otras citocinas como la cardiotrofina, se han catalogado como importantes
mediadores en la sefializacion celular en diversos procesos patologicos, como infecciones
virales o lesiones traumaticas que producen inflamacion (principalmente en la fase aguda). Otro
tipo de funciones relacionadas a la IL-6 tiene que ver con la hematopoyesis, neuroregeneracion,
fertilidad y un correcto desarrollo embrionario, todo esto en condiciones de homeostasis; no asi
en los procesos patoldgicos donde es un activador de la cascada de citocinas proinflamatorias.Si
bien la inflamacion es un mecanismo natural de respuesta inmunoldgica, se ha demostrado que
altas concentraciones de IL-6 en plasma sanguineo estan directamente relacionadas con un
mayor nivel de dafio como el ocasionado por distintos tipos de cancer, debido a que son de las
principales tipos de citocinas que pueden ser halladas en los diversos microambientes tumorales.
La sobrexpresion de IL-6 ha sido reportada en practicamente todos los tipos de tumoraciones
conocidos médicamente. Estas elevadas concentraciones de IL-6 en practicamente todos los
tipos de cancer incluidos los que producen tumoraciones, podrian estar relacionados con el
estadio cronico de inflamacion involucrando células, tejidos e incluso aparatos y sistemas

(Kumari et al. 2016).
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También la IL-6 ha sido descrita como promotora de la tumorogénesis, lo cual se creé¢ logra a
través de la regulacion de distintos tipos de vias de sefnalizacion molecular, incluyendo aquellos
que desencadenan la apoptosis celular, la supervivencia de células cancerigenas, la
hipervascularizacion, invasividad y metastasis, ademas, la IL-6 ha sido un factor determinante
en la proteccion al dano de DNA en células cancerigenas, facilitando la regeneracion de vias
que actuan como sefal para funciones antioxidantes y antiapoptoticas. Es asi que bloquear la
sefalizacion de la IL-6 o disminuir sus concentraciones esta intimamente asociada a las terapias

anticancer.

De manera mas reciente y en una patologia de especial importancia en la actualidad, la IL-6 ha
sido estudiada en su rol durante el desarrollo del SARS-CoV-2. Los estudios han documentado
que los niveles de IL-6 se ven significativamente incrementados en aquellos pacientes que han
tenido un cuadro severo de Covid-19. Estos niveles se vieron incrementados hasta casi 3 veces
mas que en aquellos sujetos que no padecian la enfermedad o que tuvieron un cuadro leve. La
elevada concentracion de IL-6 en pacientes con Covid-19 estd directamente relacionada con
cuadros clinicos adversos y prondsticos reservados. Es asi que se ha propuesto la inhibicion de
la IL-6 como un tratamiento para pacientes que han sido ingresados en los centros hospitalarios

por cuadros severos de SARS-CoV-2 (Coomes y Haghbayan 2020).

Todas las enfermedades con cursos proinflamatorios, incluidas tanto las de fase aguda como las
crénicas, estan intimamente correlacionadas con un incremento en el riesgo de padecer un
accidente cerebrovascular. Esto podria estar sugiriendo que la mayor predisposicion a padecer
ACYV al tener alguna patologia que involucre inflamacion, se explica en el entendido de que la
cascada de citocinas proinflamatorias es la misma independientemente de la patologia o agente

patogeno que la esté provocando.
Estas teorias también podrian ser validadas en el entendido de que se han realizado estudios con

biomarcadores inmunoldgicos de inflamacion como lipoproteinas o la IL-6 donde se ha

demostrado que altas concentraciones de estos biomarcadores funcionan como predictores de
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una mayor probabilidad de padecer un accidente cerebrovascular, un mayor dafio neural y una

menor tasa de supervivencia y recuperacion (Esenwa y Elkind 2016).

El entendimiento de la base molecular en la que se producen los procesos inflamatorios, ha
logrado la identificacién de diversos biomarcadores que pueden funcionar como novedosos
blancos terapéuticos en todas aquellas patologias o procesos de pérdida homeostatica en los que
indistintamente su etiologia se produzcan las cascadas de citocinas proinflamatorias. Incluso se
ha demostrado como niveles elevados en las concentraciones de IL-6 se correlaciona

directamente con un mayor riesgo de parto prematuro inminente (Chaemsaithong et al. 2016).

Interleucina 6 en el Accidente Cerebrovascular

Los principales agentes moleculares que modulan de manera positiva los procesos
neuroinflamatorios en el accidente cerebrovascular y que han sido descritos como los objetivos
potenciales primordiales terapéuticos son el TNF-a, asi como las interleucinas 1 y 6, siendo esta
ultima la de mayor importancia por sus acciones duales. Estas 3 citocinas son conocidas por
tener la capacidad de modular el tamafio de volumen de infarto isquémico en modelos de
isquemia focal, es conocido también el aumento de estas en liquido cefalorraquideo (LCR) y
conductos sanguineos después de presentarse un cuadro isquémico en humanos (Allan et al.
2005). La evidencia cientifica pone de manifiesto que el TNF-q, asi como la IL-1 en los cerebros
de animales que sufrieron una lesion a causa de un ACV, son producidas por células de la
microglia, asi como por macréfagos infiltrantes derivados de monocitos, en tanto que la IL-6
ademads de las antes mencionadas también es producida por células neurales, sin embargo, pese
a que han sido de las moléculas mas ampliamente estudiadas tanto en humanos como en modelos
experimentales de isquemia en animales, ain se desconoce su biodisponibilidad asi como sus
mecanismos de accion en los cerebros de pacientes en las distintas fases post-isquemia, siendo
de mayor importancia la fase temprana o aguda que se encuentra dentro de las primeras 24h,

dentro de este periodo especificamente entre las 4-6 h post-isquemia ya que es considerado el
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periodo de ventana critico para disminuir el dafio neural ante la implementacion de tratamientos
farmacoldgicos (Buttini et al.1994, Suzuki et al. 1999, Ginsberg 2008).

Es por ello que antes de establecer un tratamiento terapéutico o farmacologico para atacar estas
ILs en pacientes isquémicos, se debe conocer la biodisponibilidad de las mismas. Se ha
reportado el aumento de estas ILs hasta 40-60 veces en el cerebro dentro de las primeras 24h
posteriores al inicio del accidente cerebrovascular en modelos animales experimentales (Hill et
al. 1999). Estos hallazgos se relacionan directamente con los efectos y evolucion del dafio
isquémico, contribuyendo a la hipétesis de que un aumento considerable y multiple de los
niveles de citocinas proinflamatorias provocaran un dafio mayor y peores efectos en los
individuos durante el primer dia posterior al evento isquémico, sin embargo, existe evidencia
que no concuerda del todo con los aumentos de las citocinas pro inflamatorias, ya que se conoce
que el tiempo de evolucion del infarto isquémico no coincide con los aumentos en la produccion
de ARNm para las mismas, en modelos de isquemia cerebral focal. Para modelos de isquemia
cerebral global, se sabe que el volumen del infarto cerebral alcanza casi su totalidad varias horas
antes que la concentracion de citocinas alcance su maximo. Estos datos pudieran aportar
informacion acerca de los mecanismos moleculares que contintian ocurriendo incluso a nivel
sistémico en horas, incluso dias después de haber sufrido un accidente cerebrovascular. Estos
efectos patoldgicos que ocurren incluso antes de que se alcancen los niveles maximos de estas
citocinas, pudieran ser explicadas por el hecho de que se ha reportado aumentos de las
concentraciones de glutamato en las hendiduras sinapticas durante los primeros minutos del
evento isquémico, lo que estaria potenciando los efectos de las citocinas que incluso en
condiciones homeostaticas se encuentran presentes en el parénquima cerebral tanto de humanos
como de roedores. Esta hipersensibilizacion glutdmica hacia las neuronas expuestas a un Stroke
seria la causante de que el dafio celular por accion de ILs sea exacerbado incluso sin que estas
hayan alcanzado sus niveles maximos. Es asi que conocer los procesos de produccion celular de
interleucinas proinflamatorias tanto en cerebros normales como en aquellos con patologias
isquémicas es crucial para comprender los mecanismos a través de los cuales mantiene su
interaccidn con las neuronas y de esta forma poder establecer los mejores tratamientos clinicos

(Breder et al. 1993).
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En investigaciones realizadas en seres humanos se ha logrado demostrar que en pacientes con
ACYV agudos, aumentan los niveles de FNT-a, IL-1 e IL-6 tanto en sangre como en LCR, estas
citocinas han sido medidas en suero sanguineo y estdn intimamente asociadas a la expresion
modificada de diversos genes con funciones inflamatorias en las células sanguineas segun
(Denes et al. 2011). Es debido a estos nuevos descubrimientos que la interleucina 6 se ha
convertido en un marcador bioloégico de dafio neural en el ACV y su estudio esta enfocado en
mejorar el diagndstico, pronostico y las terapias de rehabilitacion. Dado que estas ILs tienen la
capacidad de modulacion de dafio isquémico es que han adquirido especial relevancia en su

asociacion con el prondstico clinico como lo menciona (Emsley et al. 2007).

Existen algunos trabajos donde se encontraron niveles elevados de IL-6 en el LCR de pacientes
con ICTUS, y estos mismos estudios correlacionaron las concentraciones elevadas de esta
interleucina con un dafio de mayor gravedad y un peor pronoéstico terapéutico. Esto también es
apoyado por varios estudios contemporaneos donde se demostr6 una correlacion de tipo positiva
entre las concentraciones de IL-6 en el LCR a las 6h asi como el tamafio de la lesion a las 24h
post-isquemia (Beridze et al. 2001). Por contrario, en un estudio donde se analizaron las
concentraciones de IL-6 en LCR de pacientes con isquemia multifocal con areas de infarto
pequetias, no se observaron cambios significativos en la misma, lo que podria estar indicando
que la IL-6 es una molécula mayormente asociada a lesiones graves como las observadas en la
isquemia cerebral global, esto a su vez podria ser explicado por la ampliamente conocida

funcién dual de esta citocina (Montaner et al. 2003).

Es importante enfatizar que la mayoria de los estudios que se han realizado para explorar las
concentraciones de ILs proinflamatorias en pacientes que sufrieron un accidente isquémico han
sido limitados a un punto temporal especifico, lo que resulta en una problematica ya que en
tiempos anteriores o posteriores a los establecidos por los investigadores existe una laguna de
conocimiento que de descifrase podria conllevar a un mejor entendimiento desde el punto de
vista fisiopatoldgico, no obstante, es interesante que independientemente de los periodos de
temporalidad establecidos por los distintos grupos experimentales la mayoria concuerda en que

se encuentra mas consistentemente aumentada en liquido cefalorraquideo la IL-6, entre otros

26



factores pudiera ser asociada a que esta interleucina puede ser producida tanto por células de la

microglia como por las mismas neuronas.

Citocinas en sangre

El estudio de las concentraciones de citocinas en muestras sanguineas ha sido reportado para
reflejar de forma indirecta la produccién de las mismas a nivel central; sin embargo, a diferencia
de las mediciones realizadas en liquido cefalorraquideo de estas moléculas, existen estudios que
difieren en los cambios inducidos por accidentes cerebrovasculares dependiendo de si los
analisis fueron realizados en muestras plasmaticas o de suero. De tal forma que algunas
investigaciones han reportado no observar cambios en los niveles de estas citocinas posteriores
al accidente cerebro vascular, por ejemplo, en un estudio donde se utilizaron imagenes de
resonancia magnética no se encontraron cambios significativos de las concentraciones de IL-6
y TNF-a en pacientes isquémicos, en tanto, otros autores notifican que si existen aumentos de
la mismas citocinas aunque con picos en distintos horarios posterior a un evento cerebro vascular

y con diferencias en la gravedad del dafo neural.

Hablando particularmente de la IL-6, parece existir un acuerdo generalizado entre los distintos
grupos de investigacion acerca de que las concentraciones de esta citocina se ven aumentadas
en pacientes isquémicos, independientemente de si fueron muestras obtenidas de suero o
plasma, incluso en individuos con una semana posterior al STROKE. Cabe hacer mencion que
el punto en donde existen resultados diversos tiene que ver con la hora pico de maxima

produccion de esta citocina, asi como la correlacion de esta con la gravedad del dafio cerebral.

Algunos autores han reportado los picos maximos de produccion para IL-6, hasta 72h
posteriores al evento isquémico (Perini et al. 2001), algunos otros autores hacen mencion que el
pico maximo de la misma ocurre en algin momento durante la primera semana posterior al ACV
como lo describe (Smith et al.2004). Estos hallazgos difusos en las concentraciones de suero y

plasma de la Interleucina-6 en dias posteriores al evento isquémico, podrian explicarse en el
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entendido de que las concentraciones de la misma en ventanas de tiempo mas cortas (minutos-
horas) son las que tienen una mayor correlacion con la gravedad de dafio cerebral asi como con
los prondsticos terapéuticos, aunque otro estudio realizado en 66 pacientes con ACV (focal o
multifocal) se reportd una correlacién negativa entre los niveles tempranos de la IL-6 y el
tamafio de la lesion cerebral asi como con el prondstico final de los pacientes, lo que pareciera
indicar que los niveles tempranos de esta citocina estdin mas asociados con efectos
neuroprotectores, mas que un predictor de la progresion final de la enfermedad. Cabe destacar
que estos resultados no han sido corroborados en pacientes con procesos isquémicos globales.
Debemos recordar que la IL-6 posee una funcion dual, actuando en condiciones homeostaticas
o de inflamaciones leves como un factor de regeneracion celular, es hasta que se presentan
condiciones patologicas potentes que esta adquiere un papel relevante en la facilitacion de los
procesos inflamatorios independientemente de su etiologia (Fassbender et al. 1994, Sotgiu et al.

2006).

Como hemos hecho mencion anteriormente, otras citocinas como la IL-1 tienen una importancia
indiscutible en los estudios experimentales de ICTUS, sin embargo, en los trabajos realizados
para analizar las concentraciones de esta misma interleucina, por lo general no se reportan
niveles elevados de la misma ni en suero ni plasma en pacientes isquémicos, esto probablemente
por su rol a nivel localizado y no sistémico. Es debido a esto que la IL-6 pareciera ser el objetivo
prioritario al momento de correlacionar concentracion vs dafio cerebral, debido a que es la

molécula que se comporta de forma més homdloga tanto a nivel local como sistémico.

Podemos aseverar que existe poca homogeneidad en los resultados obtenidos acerca de las
concentraciones periféricas de las citocinas proinflamatorias en horarios posteriores al evento
cerebro-vascular en humanos y modelos animales. En estudios realizados con células
sanguineas extraidas de pacientes isquémicos, tampoco hay claridad en la liberacion de estas
citocinas por induccion de lipopolisacéaridos, puesto que algunos grupos de investigacion han
reportado que estas células en esas condiciones patoldgicas liberan altas cantidades de estas
interleucinas (Ferrarese et al. 1999). En tanto, otros grupos de investigacion describieron

exactamente lo contrario, ya que en estas mismas células reportaron niveles bajos para estas ILs.
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Uno de los factores atribuibles a las diferencias obtenidas en los resultados de estos estudios en
humanos, podrian ser las distintas condiciones medio ambientales a las que han estado expuestos

a lo largo de su vida, asi como las comorbilidades que pudieran padecer.

Receptores de Citocinas

Actualmente se conoce que las neuronas tienen la capacidad de expresar receptores a
interleucinas como el receptor (R) de IL-6, el R-IL-1 y R-FNT, esto es especialmente importante
si tomamos en consideracion el hecho de que para que puedan desencadenarse los eventos
moleculares con funciones proinflamatorias, es necesario la unién de los receptores a sus
ligandos para la activacion de dichos mecanismos. La IL-6 logra ejercer sus funciones a través
de la union a su receptor que no tiene mecanismos de sefializacién por si mismo; sin embargo,
al unirse a su ligando conforma homodimeros de gp130 asociados a proteinas quinasas, esto
permite la activacion del transductor de sefial, asi como el inicio de la transcripcion (Heinrich
et al. 2003). A este proceso se la ha denominado como transefializacion y ha sido utilizado para
explicar los multiples efectos de esta citocina en distintos tipos celulares, esto a pesar de la

escasa expresion de su receptor (Scheller y Rose et al. 2006).

En un trabajo realizado en el 2016 se planted el objetivo de determinar los principales
predictores moleculares de dafio neural a corto plazo en pacientes jovenes que habian sufrido
un ACV isquémico por primera ocasion. Los autores de este trabajo recabaron historias clinicas
en donde se detallaban los datos neuroldgicos y de laboratorio de los individuos sujetos a
estudio. El analisis estadistico de los datos recabados hizo notar que las areas cerebrales
isquémicas (determinadas por tomografias computarizadas) asi como las concentraciones para
la IL-6 fueron predictores importantes para los resultados obtenidos en la escala del National
Institute of Health Stroke Score (NIHSS). Este estudio también determin6 que la reduccion de
los niveles de IL-6 podrian estar disminuyendo el dafio durante las primeras instancias del

accidente cerebrovascular (Fahmi y Elsaid 2016).
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Interleucina 10 (IL-10)

Existe una familia de citocinas dentro de la que se incluyen a las ; IL-10, IL-19, IL-20, IL-22,
IL-24 e IL-26, las cuales pueden ser catalogadas por su conformacion estructural como
helicoidales, puesto que pertenecen a la clase 2a. De todas las citoquinas antes mencionadas, la
IL-10 es considerada la que posee una respuesta mas potente en términos de efectos
antinflamatorios, esto ha sido demostrado en todo tipo de enfermedades o etiologias
antinflamatorias y actualmente se conocen algunos de los mecanismos mediante los cuales logra
conferir estos efectos y que basicamente estan implicados en la limitacion y regulacion negativa

de las respuestas inmunitarias como lo menciona (Wei et al. 2019).

La IL-10 también conocida como factor inhibidor de sintesis de interleucinas, desempefia un rol
esencial como modulador negativo de las respuestas inmunitarias inflamatorias, mecanismos
comunmente utilizados por el organismo ante antigenos como los microbianos o incluso
aquellos de indole no biologica como el polvo. Una disminucién en las concentraciones
plasmaticas de IL-10 resulta en el desenvolvimiento espontaned de enfermedad inflamatoria,
consecuencia de una respuesta inmunitaria excesiva. De tal forma que la IL-10 es capaz de ser
sintetizada en practicamente la totalidad de las células inmunitarias entre las que se incluyen las
células T, células B, macrofagos y células dendriticas. El correcto funcionamiento de esta
interleucina es vital dado que de ella dependera el mantener un sensible equilibrio entre una
inmunidad eficiente que dard como resultado una proteccion tisular y una respuesta inflamatoria
exagerada que traerd consigo consecuencias negativas, entonces, resulta evidente que debe ser

estrictamente regulada por el propio sistema inmunologico (Rutz y Ouyang 2016).

30



Interleucina 10 en el Accidente Cerebrovascular

Se ha reportado que los accidentes cerebrovasculares representan en la actualidad la principal
causa de incapacidad permanente en adultos jovenes, asi como la patologia con mayor
mortalidad a nivel mundial (GBD 2017). Es un sindrome de relevancia prioritaria a nivel clinico
debido a su intima relacion con multiples factores de riesgo tanto de tipo modificable como no
modificable. Un claro ejemplo de estos factores de riesgo es la relacion existente entre la
inflamacion cronica, aunque sea de bajo grado, asi como la activacion de los mecanismos
moleculares del sistema inmunoldgico innato con una mayor incidencia de STROKE (Boehme
et al. 2017). Una variada cantidad de genes y moléculas han sido relacionados con las acciones
proinflamatorias y antinflamatorias en la fisiopatologia de STROKE, una de las principales
moléculas asociadas a la proteccion celular durante el accidente cerebrovascular isquémico es
la IL-10 de acuerdo a (Liesz et al. 2009). Esta interleucina es una citocina con actividad
antinflamatoria al modular la funciéon de muchas células que intervienen en la inmunidad,

teniendo la capacidad de suprimir las funciones de macrofagos y células T (Fortis et al. 1996).

Un estudio realizado en 349 pacientes con ingreso reciente posterior a STROKE, tuvo el
objetivo de determinar factores asociados al prondstico del dafio por lesion isquémica y
determinaron que los pacientes con evento cerebrovascular isquémico progresivo poseian
niveles significativamente mas altos de IL-10 en comparacion a su grupo control (no
isquémicos) y se demostr6 una correlacion positiva en pacientes con STROKE isquémico (Rong

et al. 2020).

En otro estudio se realizo el transecto de genes asociados a IL-10 hacia Células Madre
Mesenquimales (CMM) mediante un vector de virus adenoasociado y estudiaron el area de
lesion cerebral, asi como las concentraciones de diversas citoquinas proinflamatorias (FNT-a e
IL-6) después de una lesion isquémica transitoria inducida. Los autores de este estudio lograron
demostrar que una sobreexpresion de la IL-10 mejora significativamente los procesos
neuroprotectores desencadenados por las CMM posterior a un evento isquémico focal agudo y

manifiestan que la IL-10 es una citocina antinflamatoria esencial suprimiendo la expresion de
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citocinas inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, FNT-a). Igualmente, los estudios en medios de cultivo
celular in vitro, mostraron que la IL-10 reduce la apoptosis de células neurales posterior a la
privacion de glucosa y oxigeno modulando la expresion de proteinas antiapoptoticas. Asi mismo
tal y como los autores esperaban, sus resultados manifestaron que las CMM tenian una
sobreexpresion de IL-10 disminuyeron el volumen de infarto y logaron una mejoria en la
recuperacion motora evaluada 72h y 7 dias post-isquemia. En las CMM sobreexpresadas de IL-
10 evidenciaron los niveles mas reducidos de citocinas proinflamatorias en el tejido cerebral.
Esta interleucina logré también reducir de forma significativa el dafio neural cortical como lo

report6 (Nakajima et al. 2017).

En un modelo experimental animal de isquemia fueron evaluados los efectos sobre el dafo
funcional 14 dias posteriores al evento isquémico en ratones con deficiencias en los receptores
a la IL-10. En dicho estudio se demostr6 que los individuos que carecian del receptor a IL-10
poseian tamafios de infarto cerebral significativamente mas elevados durante los dias 3 y 7 post-
isquemia, asi como atrofia cerebral exacerbada y un mayor deterioro neurologico en el dia 14
de evaluacion. En los tejidos cerebrales isquémicos de estos individuos se determind que al
recibir tratamiento intracerebral con IL-10 recombinante se obtenia una regularizacion positiva

de los linfocitos (Piepke et al. 2021).

Otros estudios han enfocado su atencion en la correlacion que existe entre las concentraciones
de la IL-10 en individuos que han sufrido un ataque isquémico y los estadios depresivos que
presentan los mismos en semanas posteriores al STROKE. En un trabajo de estas caracteristicas
se ha determinado que 1/3 del total de individuos evaluados poseian niveles mas deteriorados
de esta citocina 4 semanas después de haber sufrido el evento isquémico, concordantemente este
mismo conjunto de individuos presentd mayores volumenes de infarto asi como peor pronostico
de recuperacion terapéutica, peores puntajes en los récords de actividades psicomotoras y
estadios depresivos marcados en comparacion con el grupo control (sujetos no isquémicos) y
con los individuos que pese a sufrir el evento isquémico no vieron disminuidos sus

concentraciones plasmaticas de IL-10 acorde a (Chi et al. 2021).
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Medicion de suero por Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier en

modo reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

La Espectroscopia FTIR tiene la capacidad de medir la absorbancia de la radiacion infrarroja en
las moléculas, esto nos proporciona informacién que posibilita el anélisis de diversos grupos
funcionales, tipos de enlace y conformaciones moleculares (Kowalska et al. 2012). Los
electrones que conforman las moléculas no se encuentran inertes, se mantienen en una vibracion
constante con respecto a su posicion de equilibrio. Las frecuencias de estas vibraciones varian
acorde a diversos factores que las pueden alterar como la longitud y fuerza de sus enlaces, asi
como su masa atomica. Estas vibraciones moleculares pueden ser estimuladas por los enlaces
que absorben la misma frecuencia que su frecuencia natural de vibracion, (esto generalmente se
logra en la region del mediano infrarrojo). Los estimulos vibracionales generados por la
radiacion infrarroja generan movimientos moleculares distinguidos en dos categorias:
Vibraciones de tension y flexion (Liang et al. 2016). La primera (tension) propicia cambios
continuos entre la distancia interatomica a lo largo del eje de enlace entre dos atomos. La
segunda (flexion) se caracteriza por propiciar modificaciones en el dngulo entre dos enlaces y
existen 4 tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsion. Cualquier compuesto molecular conformado
por dos 0 mas atomos pueden sufrir cualquier tipo de vibracion y pueden mantener interacciones

o acoplamientos vibracionales segun (Barraza et al. 2013).
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Biosensores opticos (BO)

Los biosensores segun la Unidén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) son
dispositivos que sirven para detectar compuestos y/o moléculas en tejidos, en tiempos recientes
también se les ha definido como artefactos analitos al que se le afiaden materiales de indole
biologico como; anticuerpos, acidos nucleicos, biomoléculas conjugadas, proteinas entre otros
de acuerdo a (Damborsky et al. 2016). En resumen, un biosensor se compone de una base
sustrato o soporte en el cual mediante reacciones quimicas se modifica su arreglo molecular

para poder interactuar con el elemento de reconocimiento biologico que se desee medir.

Los biosensores son dispositivos que han adquirido recientemente gran relevancia en el estudio
de sistemas biologicos para su aplicacion clinica, existen diversos tipos acorde a los materiales
con los que son fabricados, sin embargo, lo mas comunes son los BO. Este tipo de biosensores
ofertan amplias ventajas comparados con las técnicas de deteccion convencionales, por ejemplo,
son capaces de detectar sustancias con alta especificidad y en tiempo real, no necesitan de
personal especializado para su uso, son faciles de fabricar, econémicos y no necesitan gran
cantidad de muestra para realizar la deteccion. Debido a estas ventajas los BO han tenido un
amplio uso en los ultimos afios para la investigacion en salud publica y medio ambiente, aunque
inicialmente eran utilizados principalmente en las industrias biotecnoldgicas y alimentarias

(Lazcka et al. 2007).
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Clasificacion de los Biosensores

La clasificacion general de los Biosensores puede realizarse acorde a los elementos estructurales
que lo componen (bioreceptores y transductores) asi como por los métodos de marcaje como se

muestra en la figura 1.

Enzimaticos +————————————

Células <« | Fibra optica

logice
Amperométrico
P iométrico
Impedimétrico

Conductométrico

Piezoeléctricos

Figura 1. Clasificacion genérica de los distintos tipos de biosensores, divididos en 6 diferentes categorias y los
transductores en 3. (Adaptada de Velusamy et al. 2010).

35



Los biosensores 6pticos (BO) son lo que mayor desarrollo han tenido, debido a las ventajas que
ofrecen, medicion en tiempo real, inmune a ruido electrénico, facilmente escalables, entre otras
(Damborsky P.; Svitel J.; Katrlik J. 2016). En la actualidad, diversos grupos de trabajo han
desarrollado dispositivos biosensores Opticos para medir muestras bioldgicas, por ejemplo
(Gonzalez Ledn et.al en el 2020) desarrollaron un dispositivo biosensor para determinar la
presencia de kispeptina en cerebro de rata por medio de espectroscopia de transmision e
infrarroja. En el 2021 (Delgado Macuil et. al.) utilizaron un biosensor basado en fibra de periodo
largo para determinar neuropsina 5 (Opn5) en tejido cerebral de rata. Soni et al. presentaron en
el 2022 una revision sobre la aplicacion de los biosensores Opticos basados en péptidos para la

deteccion de cancer en estadios tempranos.
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3. JUSTIFICACION

Los ACV representan uno de los sindromes de mayor incidencia y mortalidad en todo el mundo,
siendo la principal causa de incapacidad permanente en adultos jovenes y generando grandes
pérdidas econdmicas a los gobiernos, esto debido a que afecta alrededor de 15-17 millones de
personas cada afio, de las cuales 5 millones fallecen y 5 millones padeceran secuelas de por vida.
La importancia de esta patologia en la salud publica ha generado la necesidad de realizar
investigacion cientifica con diversos abordajes, esto con la finalidad de mitigar el dafio generado
por la misma, sin embargo, existen multiples limitantes que no han permitido dilucidar por
completo el comportamiento de los procesos moleculares fisiopatologicos que se desencadenan
en esta enfermedad, ni la modulacion farmacoldgica de estos con fines neuroprotectores. Por tal
motivo en el presente proyecto se propuso el desarrollo de nuevas técnicas experimentales
basadas en la espectroscopia de infrarrojo, que permitan mediante la implementaciéon de BO
observar la modulacion proteica y expresion de IL-6 e IL-10 por accidon del BE en el suero de
ratas macho con un proceso isquémico a distintos horarios. Los resultados y conclusiones de
este estudio tienen un importante enfoque clinico que permite tener un mejor entendimiento en

el desarrollo natural de esta enfermedad, asi como del efecto neuroprotector del BE.
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4. HIPOTESIS

Mediante la generacion de BO y técnicas de espectroscopia de infrarrojo serd posible determinar
la modulacion proteica, asi como la expresion de IL-6 e IL-10 en el suero sanguineo de ratas

macho expuestos a un proceso de ICGA con y sin tratamiento farmacologico de BE.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

e Desarrollar biosensores Opticos utilizando como elemento de reconocimiento bioldgico
anticuerpos de (IL-6 e IL-10) y como matriz soporte obleas de silicio cristalino para su

determinacion en suero de ratas macho expuestos a un proceso de ICGA.

Objetivos Especificos

e C(Caracterizar los biosensores generados mediante técnicas espectroscopicas y

morfoldgicas en cada una de las diferentes etapas del ensamblado y deteccion.

e Instaurar un proceso de ICGA en modelo murino rata, con y sin tratamiento

farmacoldgico de BE.

e Determinar de manera cualitativa la presencia de IL-6 e IL-10 por medio del sistema

biosensor Optico desarrollado.

e Determinar por medio de la correlacion entre ATR-FTIR en modo macro y micro,

tiempos de expresion de proteinas en distintos horarios post-isquemia.
e Generar un protocolo experimental para determinar la presencia de IL-6 e IL-10, en

modelo murino isquémico, por medio de un BO basado en anticuerpos como elemento

de reconocimiento biologico.
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Caracteristicas de los animales

6. METODOLOGIA

En el presente estudio se utilizaron 108 ratas macho jovenes e intactos de la cepa Sprague

Dawley con un peso de 350gr y 3.5 meses de vida promedio, estos animales fueron obtenidos

de la colonia del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal (CIRA), CINVESTAV

perteneciente a la Universidad Autonoma de Tlaxcala (UATx). Los animales se mantuvieron a

una temperatura de 23 + 2 °C, con un ciclo invertido de luz-obscuridad (14:10, la luz se apaga

alas 10:00h) y fueron alimentados con nutricubos Purina (Purina, México) y agua a libre acceso.

El manejo de los animales y los procedimientos experimentales se apegaron a los protocolos de

la ley mexicana de proteccion animal.

Grupos experimentales

La n de cada subgrupo experimental es de 6 individuos asignados de la siguiente forma:

Tabla 1. Conglomerados grupales experimentales y sus respectivos subgrupos.

SHAM #1(0h) n=6

Isquémicos #1 (Oh) n=6

Isquémicos+BE #1 (Oh) n=6

SHAM #2 (2h) n=6

Isquémicos #2 (2h) n=6

Isquémicos+BE #2 (2h) n=6

SHAM #3 (4h) n=6

Isquémicos #3 (4h) n=6

Isquémicos+BE #3 (4h) n=6

SHAM #4 (6h) n=6

Isquémicos #4 (6h) n=6

Isquémicos+BE #4 (6h) n=6

Isquémicos+BE #5 (12h)

SHAM #5 (12h) n=6 Isquémicos #5 (12h) n=6 n=6
Isquémicos+BE #6 (24h)
SHAM #6 (24h) n=6 Isquémicos #6 (24h) n=6 n=6
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Asepsia quirurgica

Es una técnica de prevencion infecciosa que intenta evitar la transmision de microorganismos
patdgenos a los tejidos manipulados durante los procesos operatorios, actuando sobre los tejidos
mediante productos quimicos llamados antisépticos, los cuales logran una condicion tisular libre
de microorganismos que producen enfermedades o infecciones. La asepsia quirtrgica consiste

en varios pasos que involucran al cirujano, el material y equipo, asi como el propio paciente.

El primer paso de la asepsia quirurgica utilizada en nuestro protocolo consistid en la
desinfeccion del area operatoria, instrumental y equipo. Una vez garantizada la inocuidad en la
utilizacion de la mesa quirtrgica, se realizé la preparacion del cirujano, comenzando con el
lavado de manos con agua y jabon quirtirgico. Una vez concluido el lavado de manos se procedio
a la colocacion cuidadosa de guantes, cubrebocas y bata al cirujano, siendo muy importante
evitar su contaminacion durante el acto. Posteriormente se colocod cuidadosamente a las ratas y
se les introdujo en la cdmara anestésica con ventilacion al 60% de Sevoflurano para conseguir
que el animal entrara en un plano pre-quirtrgico, esto sirve para facilitar la manipulacion del
paciente, de esta forma se logra disminuir su estrés y la posibilidad de dafio fisico. Con el animal
sedado se hizo una tricotomia con méaquina en las regiones anatdomicas de nuca y cuello para la
electrocauterizacion de arterias vertebrales o la exposicion de arterias cardtidas comunes
respectivamente. Acto seguido se procedio al lavado del area rasurada y su periferia con agua y
jabdn, posteriormente con Benzalconio y finalmente se retird el exceso de liquido con gasas.
Una vez concluida la asepsia quirtirgica se posiciona al animal y se procede a la realizacion de

las distintas técnicas quirurgicas que se describen enseguida.
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Figura 2. Equipo y material quirurgico necesarios para la realizacion del protocolo isquémico.
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Electrocauterizacion de arterias vertebrales

La primera cirugia preparatoria que se realizo es la electrocauterizacion de arterias vertebrales.
En esta cirugia se ocluyo de forma permanente el flujo sanguineo proyectado por estas arterias
sin que se indujera un proceso isquémico propiamente. Para realizar este procedimiento el
animal fue colocado en una posicion decubito ventral y fijado por el tren superior con ayuda de
un aparato estereotaxico. Acto seguido fue realizada una incision con hoja y mango de bisturi
sobre la linea media dorsal con una longitud de lcm aproximadamente a nivel de la cruz.
Inmediatamente después con un separador tisular mecanico (blefardstato) y pinzas curvas de
exploracion, se hizo la desunion de los musculos esplénicos cervicales y se localizo el foramen
vertebral. Utilizando un microscopio quirurgico, asi como un ldpiz de electrocauterio, se
cauterizaron las arterias vertebrales. Por ultimo, se realiz6 una sutura con hilo catgut cromico
000 haciendo puntos simples continuos. Los animales se mantuvieron en recuperacion 15 dias

antes de continuar con la segunda cirugia preparatoria

Figura 3. Cirugia de electrocauterizacion de arterias vertebrales

43



Exposicion de arterias carotidas comunes

La exposicion de arterias cardtidas comunes fue la segunda cirugia preparatoria que se realizod
previo al proceso isquémico. Esta cirugia se practicod con la finalidad de localizar y exaltar las
arterias cardtidas comunes para ser mas facil su ubicacion, retraccion y oclusion durante el
evento isquémico. En primera instancia se procedié a colocar al animal decubito dorsal y se
realiz6 una incision en piel de 1.5 cm aproximadamente con hoja y mango de bisturi a través de
la linea media ventral a nivel del canal vertebral cervical. Posteriormente con micro-pinzas de
exploracion y haciendo uso de un microscopio quirtrgico se localizaron los vasos de interés y
fueron separados cuidadosamente del nervio vago. Una vez que se libero el vaso, este se abrazé
sin ser anudado con sutura no absorbible tipo nylon 000 de forma bilateral. Finalmente, se

realiz6 una sutura en piel con puntos simples continuos y como material de sutura seda negra
000.
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Figura 4. Cirugia de exposicion de arterias carotidas comunes bilateral, se aprecia el vaso ya separado del
nervio vago y abrazado con un hilo de sutura no absorbible.
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Isquemia Cerebral Global Aguda (ICGA)

Posteriormente a la realizacion de las 2 cirugias preparatorias (elecrocauterizacion de arterias
vertebrales y exposicion de arterias cardtidas comunes) se prosiguid a ejecutar el protocolo
isquémico. Este protocolo tiene como proposito inducir un déficit en el suministro sanguineo al
cerebro por oclusion de los principales vasos que lo irrigan asemejando los ACV que se presenta

en humanos.

El proceso inici6 con la induccion anestésica del animal a plano pre-quirurgico mediante una
exposicion inhalatoria de Sevoflurano al 60%. De forma inmediata se coloc6 al animal decubito
dorsal para retirar la sutura de la cirugia anterior. Con auxilio de micro-pinzas para exploracion
se expusieron las arterias cardtidas comunes por retraccion de los hilos posicionados
previamente. Al retraer cada uno de los hilos, fueron colocados 4 clips quirtirgicos en posiciones
anteriores y posteriores para ocluir las arterias cardtidas comunes, que sumado al proceso de
electrocauterizacion ocluyd los cuatro vasos. Con la colocacion de los 4 clips inicia propiamente
el proceso de isquemia cerebral global. Quince minutos después de haber colocado los clips
quirtrgicos se hizo el retiro de los mismos, y si al menos 20 minutos posteriores a la reperfusion
el animal permanecia sin recuperar el reflejo de enderezamiento ni poseer movimientos
voluntarios, entonces fue considerado para el estudio. Otros factores a considerar para ingresar
o descartar a los animales en el protocolo de investigacion, fueron la pérdida de peso no mayor
a 30 gr entre cada una de las cirugias y la manifestacion clinica de los signos patognomonicos
isquémicos, como la piloereccion, asimetria de miembros toracicos y pélvicos, hiperextension
o hipercontraccion falangica, movimientos rotatorios de cauda, ataxia, espasmos musculares,
movimientos de acicalamiento, respiracion abdominal, movimientos masticatorios o de pedaleo,

entre otros.
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Figura 5. Signos clinicos patognomonicos isquémicos en rata hembra de la cepa Sprague Dawley. En esta figura
se puede apreciar algunos signos clinicos propios de la ICGA como lo son: la torsion de columna, piloereccion,
asimetria de miembros tordacicos y pélvicos.
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Obtencion de las muestras

Una vez que los animales cumplieron con los requisitos para ser considerados dentro del
protocolo isquémico como lo son los signos patognomoénicos y el tiempo de inconsciencia post-
isquemia no menor a 20 minutos; los individuos fueron sometidos a eutanasia por decapitacion
con ayuda de una guillotina manual a diferentes tiempos: 0, 2, 4, 6, 12 y 24h post-isquemia e
inmediatamente se obtuvieron muestras del suero sanguineo mismos que se almacenaron en
tubos EDTA y se dejaron reposar por un lapso de 1 hora para que se formara el coagulo
sanguineo y se separara del suero, mismo que fue extraido con ayuda de micropipetas y
centrifugado durante 15min/3.000 r.p.m. para decantar la porcion sélida y proceder a extraer el

suero purificado que fue ultracongelado hasta su utilizacion.

Figura 6. Muestra sanguinea centrifugada donde se puede apreciar la porcion solida separada del suero que fue
utilizado para las mediciones.
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Medicion de suero por FTIR

Para realizar las mediciones directas del suero obtenido de los sujetos de experimentacion, se
utilizd6 un Espectrometro de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) marca Bruker
Vertex 70 de fabricacion alemana en modo Reflexion Total Atenuada (ATR). Este
espectrometro fue equipado con el accesorio MIRacle ATR y una placa de muestreo con cristal

de diamante de Pike Technologies (Wisconsin, USA).

Para la caracterizacion de las distintas fases del armado del biosensor se utilizo el espectrometro
antes descrito con el que se aplicaron dos técnicas de medicion, uno en modo ATR y otro en
micro reflectancia, este Gltimo con ayuda de un microscopio Hyperion 3000 en la zona del
mediano infrarrojo (400-4000 cm™) (Figura 7), realizando escaneos en todas las fases del
proceso de construccion del biosensor tomando 60 mediciones de la linea base y 120 escaneos
de la cada muestra. La regiéon de medicion fue establecida en los rangos de la huella dactilar
bioldgica debido a que es la region utilizada para estudiar las vibraciones moleculares de los

enlaces en moléculas de interés bioldgico.

Figura 7. Espectrometro FTIR (izquierda) conectado al microscopio Hyperion 3000 (derecha).
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Las alicuotas de 200l de los sueros fueron descongelados de forma gradual y una vez que se
encontraban completamente liquidos inmediatamente se procedié a su agitacion con ayuda de
un (Agitador Vortex-Genie Il Mixer SI-0236) a velocidad baja durante 10 segundos (este paso
se repitid por cada fraccion medida de cada muestra), esto con la intencion de que la muestra se
encontrara completamente homogénea, posteriormente con ayuda de una micropipeta calibrada
se extrajeron 15ul de la muestra y se deposito en la superficie del cristal detector, las muestras
eran medidas en 120 ocasiones durante un lapso de 2 minutos, por cada muestra se repitio este
procedimiento en 10 ocasiones para obtener el espectro promedio de estas, a fin de garantizar la
robustez y fiabilidad de los datos obtenidos. En total por cada individuo se obtuvieron 1,200
mediciones, por cada subgrupo 7,200, por cada conglomerado grupal 43,200 y finalmente por
el total de los 108 individuos que se utilizaron en este estudio se obtuvieron 129,600 mediciones
lo que garantiza una robustez de los datos y por ende una mayor fiabilidad de los resultados y

su interpretacion.

Figura 8. Deposicion en el cristal de 15ml de muestra de suero sanguineo para su medicion.
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Construccion del biosensor

Los biosensores fueron elaborados a partir de obleas de silicio cristalino de 2 pulgadas de
didmetro con 250 micras de espesor, pulidas de un solo lado. Las obleas fueron cortadas en
cuadrados de 0.5x0.5 cm aproximadamente. Los pasos para su fabricacion se describen a

continuacion.

FASE 1: Corte y limpieza de los soportes:

La primera fase para la generacion de los biosensores consistio en seccionar la oblea de silicio
con ayuda de un cortador de vidrio manual a fin de obtener soportes homogéneos en tamafio. Es
importante no dafiar la superficie de los soportes durante el corte ni manipular los mismos sin
guantes para mantener su integridad y pulcritud. Una vez que se cortaron y seleccionaron los
soportes, se prosiguid a colocarlos de forma vertical sobre una caja Coplin de vidrio para ser
enjuagados durante 5 ocasiones con agua desionizada. Inmediatamente después fueron secados
a través del flujo continuo de nitrogeno y dispuestos en otra caja Coplin de vidrio seca con las
caras pulidas hacia la porcion externa, es decir, hacia arriba, esto con la finalidad de evitar su

dafo o contaminacion.
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A B

Figura 9. Podemos apreciar el proceso de corte manual de los soportes que serviran para el armado del
biosensor obtenidos de una oblea de silicio cristalino.

A) Proceso de corte manual de los soportes para el armado del biosensor.
B) Oblea de silicio cristalino de la cual son obtenidos los soportes.
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FASE 2: Hidroxilacion de los soportes:

El proceso de hidroxilacién comprende la segunda fase para la conformacion de los biosensores
y tiene como funcion agregar grupos hidroxilo que son afines a los grupos silano a la superficie
de los soportes. En esta etapa se colocd una caja de vidrio Coplin grande dentro de una campana
extractora y se prepar6 una solucion compuesta de 15 ml de metanol, 15 ml de agua desionizada
y 0.840 gr de Hidroxido de Potasio (HP). Se tuvo que agitar levemente la solucion para asegurar
la disolucion de las capsulas de HP. Posteriormente con unas pinzas de diseccion de punta fina
y curva se sostuvieron los soportes de las porciones laterales y cuidadosamente fueron colocados
equidistantemente dentro de la caja Coplin con la solucidn ya preparada. Se debe tener especial
cuidado para evitar que los soportes queden juntos o encimados y es muy importante verificar
que la cara pulida del soporte sea la que se encuentre expuesta a la solucion. Se tapo la caja
Coplin y se dejaron interactuar a los soportes con la solucion durante 1h. Es importante el uso

de mascarilla para evitar la inhalacion de los gases desprendidos.

Al concluir el tiempo de interaccion de la solucion con los soportes, estos fueron enjuagados 3
veces con agua desionizada e inmediatamente secados bajo el flujo de nitrogeno y colocados

con la cara pulida expuesta en otra caja Coplin grande de vidrio seca y limpia.

Figura 10. Soportes dentro de la caja Coplin con la solucion de HP, metanol y H2O desionizada.
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FASE 3: Funcionalizacion por fase gaseosa:

Con la intencion de evitar que los soportes se contaminaran o perdieran las propiedades quimicas
adquiridas durante la hidroxilacidn, se realizé de manera inmediata la tercera fase para el armado
del biosensor que es la funcionalizacion gaseosa. Para la ejecucion de esta fase se utilizo el
método descrito por Wang et al (2008). Esta fase tuvo la funcion de enlazar los grupos metilo a
los grupos silano de los soportes dejando los grupos amino expuestos para la inmovilizacién

con el anticuerpo.

Es necesario que 45 minutos antes de finalizar la fase de hidroxilacion se precaliente una mufla
a 140 °C, dentro de la mufla colocamos un frasco de vidrio con rosca para atemperar
gradualmente los materiales. Los soportes (méaximo 6) fueron colocados con la cara expuesta en
cajas de aluminio e introducidos hasta el fondo del frasco de vidrio. Con auxilio de una
micropipeta se cargaron y vertieron en la porcion frontal del frasco 100ul de 3-

Aminopropiltrimetoxisilano (3-APTMS) evitando verterlo directamente sobre los soportes.

Cuidadosamente se cerr6 el frasco y la mufla dejandolos interactuar durante 24h. Al concluir el
tiempo referido se extrajo el frasco de la mufla utilizando guantes de carnaza y se traslad a una
campana extractora donde se desenrosco el frasco y se dejaron escapar los vapores que emanan
del mismo. Una vez que el frasco redujo su temperatura para que pudiera ser manipulado, se
retird la caja de aluminio con los soportes y se transfirieron a una caja de vidrio seca y limpia

para su almacenamiento.

53



Figura 11. Imagen de la mufla con el frasco de vidrio donde han sido introducidos los soportes en cajas de
aluminio con la cara expuesta.
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FASE 4 Activacion

Los compuestos de reticulacion y marcaje activados por los esteres de N-hydroxisuccinamida
(NHS) que a su vez son una clase de grupos reactivos constituidos por la activacion de moléculas
de carboxilato por N-3-Dimetilaminopropil (EDC), reaccionan con aminas primarias en
condiciones de moderada alcalinidad para constituir enlaces amidas estables. Es asi que el EDC
posibilita que los péptidos y proteinas se conjuguen facilmente ya sea entre si o con cualquier

otro compuesto ain sea solido, que contenga grupos amino o carboxilo.

Para la ejecucion de esta cuarta fase se mezclaron Smg de NHS y 1ml de buffer de fosfato (PBS)
con pH 7.2. Posteriormente se adicionaron Smg de EDC y Iml de PBS, para conjugar ambas
soluciones. Posteriormente se colocaron los soportes en cajas Petri en las que se agregaron en
cada una 100ml de la solucion resultante de la mezcla de EDC y NHS, estas cajas fueron
colocadas en un agitador (thermo scientific) a 200 r.p.m. durante 1h, una vez concluidos los 60
minutos, los soportes fueron retirados, cuidadosamente enjuagados con PBS y secados

inmediatamente mediante el flujo de nitrégeno.

P DAIGGER

Figura 12. Etapa de activacion, se observan las cajas Petri con la solucion compuesta de NSH y EDC sobre el
agitador interactuando con los soportes.
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FASE 5: Inmovilizacion del anticuerpo

Para la realizacion de esta fase del armado del biosensor, se utilizaron cajas Petri de 4 pulgadas
y un agitador (mini shaker) programado a 100 r.p.m. En las cajas Petri se colocaron 5ml de la
solucion del anticuerpo adicionando 95ml de PBS con (pH 7.4) y se mezcl6 la solucion 10 veces
con una micropipeta calibrada a 100ml. Posteriormente se colocaron las cajas Petri sobre el
agitador y dentro de ellas se posicionaron los soportes con la cara pulida expuesta. Con la
micropipeta se verti6 la solucidon sobre toda la superficie de los soportes dejandolos en agitacion
durante 1 hora. Una vez culminados los 60 minutos de interaccion se retiraron los soportes
mismos que se colocaron en una toalla absorbente con la cara pulida expuesta para retirar el

exceso de solucion e inmediatamente se pusieron a interaccionar con la muestra.

Figura 13. Esquema de proceso de inmovilizacion del anticuerpo.
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FASE 6: Interaccion del biosensor con suero sanguineo

Posterior a la fase de inmovilizacion del anticuerpo se procedi6 a la interaccion del biosensor
ya ensamblado con las muestras sanguineas obtenidas de los individuos de experimentacion.
Para esta fase se repiti6 el procedimiento de la fase previa con la particularidad de que ahora se
coloco el suero sanguineo sobre la cara pulida de los soportes y se dejaron en agitacion durante
15 minutos. Posteriormente los soportes fueron enjuagados con solucion de PBS y secados

inmediatamente mediante el flujo de nitrogeno.

A

H H
&5, &g
Figura 14. A Representacion esquemadtica de las distintas fases del armado del biosensor y B muestra las
modificaciones moleculares que se generan en la superficie de los mismos.
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Disefio experimental

Los animales pertenecientes a los grupos (Sham 0,2,4,6,12, y 24h) fueron individuos que
recibieron las dos cirugias preparatorias (electrocauterizacion de arterias vertebrales y

exposicion de arterias carotidas comunes) pero no fueron expuestos al proceso isquémico.

Los animales pertenecientes a los grupos (Isquémicos 0,2,4,6,12 y 24h) fueron individuos que
recibieron las dos cirugias preparatorias y el proceso isquémico pero ningin tratamiento

farmacoloégico.

Los animales pertenecientes a los grupos (Isquémicos+BE 0,2,4,6,12 y 24h) fueron individuos
que recibieron las dos cirugias preparatorias y un tratamiento farmacologico de BE via

intraperitoneal a dosis de (4mg/kg) 30 minutos antes de ingresar al protocolo isquémico.

Experimento 1. Expresion temporal de las IL-6 e IL-10 después de un episodio de ICGA.

El protocolo para este experimento consiste en la induccion de la ICGA y la obtencion de
muestras de suero sanguineo a los tiempos mencionados previamente. Posteriormente se
implementaron BO utilizando estdndares de referencia para observar el comportamiento
espectral por medio de las técnicas de espectroscopia de macro y micro infrarrojo. Una vez que
los biosensores fueron optimizados y caracterizados, se procedi6 a determinar la expresion de

laIL-6 e IL-10 en las muestras de suero sanguineo de los animales que fueron sometidos a ICGA
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Experimento 2. Efecto de la administracion del BE sobre la expresion de las IL-6 e IL-10

después de un episodio de ICGA.

El protocolo para este experimento consiste en la induccion de la ICGA y la obtencion de
muestras de suero sanguineo a los horarios mencionados previamente. Posteriormente las
muestras fuero procesadas por las técnicas de espectroscopia de macro y micro infrarrojo. Una
vez que los biosensores fueron optimizados y caracterizados, se procedid a la deteccion de la
IL-6 e IL-10 en las muestras de suero sanguineo de los animales que fueron sometidos a ICGA.
El tratamiento con BE (4 mg/kg) se administré 30 minutos antes de la isquemia por via

interperitoneal de acuerdo con el protocolo de (Wappler et al. 2010).

Asepsia, cirugias preparatorias e induccion de la isquemia cerebral global

Los animales fueron sometidos al proceso de ICGA de acuerdo a la metodologia propuesta por
(Pulsinelli y Brierley, 1979), la cual consiste en la oclusion de las cuatro arterias principales que
irrigan el cerebro (arterias vertebrales y arterias cardtidas) mediante la implementacion de dos
cirugias preparatorias, denominadas electrocauterizacion de arterias vertebrales y exposicion de
arterias cardtidas comunes. Estos procedimientos se realizaron bajo una asepsia rigurosa,
variando Unicamente el area anatomica seglin correspondié en cada caso, optimizando la

recuperacion de los animales, dicho proceso se describe a continuacion.
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7. RESULTADOS

En la figura 15, se presenta el espectro de infrarrojo caracteristico del suero sanguineo de las
muestras de animales sanos ¢ intactos tomada en la regién del mediano infrarrojo (400-4000
cm™). El espectro no sufrié ninglin tratamiento matematico o de suavizado para mejorarlo, por
lo cual, a este tipo de espectros que son presentados tal cual fueron obtenidos del programa del
equipo se les llama espectros crudos. Para lograr observar con mayor detalle las contribuciones
de los componentes no acuosos del medio, se decidié tomar como linea base el espectro de agua
desionizada, por tal motivo el espectro de infrarrojo presenta dos valles en la region por arriba

de los 3000 cm™'.
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Figura 15. Espectro de infrarrojo de los datos crudos del promedio obtenido de mediciones mediante ATR-FTIR
en el suero sanguineo de animales sanos e intactos.
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En la figura 16 se destacan las bandas asociadas a los enlaces que son de interés en el estudio
de muestras bioldgicas. La region entre (950-1200 cm™) corresponde a las vibraciones de los
enlaces C-O, dos bandas muy intensas se observan entre los (1500 y los 1700 cm™) las cuales
estan asociadas a los grupos funcionales Amida I y II de las proteinas; una banda poco intensa
pero muy importante es la de los lipidos, la cual se encuentra en 1740 cm’!, finalmente la banda
entre los (2800 y los 3000 cm™), esté relacionada a las vibraciones de estiramiento simétrico y

asimétrico de los enlaces C-H.
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Figura 16. En esta figura podemos observar un espectro en crudo destacando los rangos de onda que son de
particular interés biologico por su asociacion con biomoléculas.
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En la anterior imagen en el eje x se muestra la region de la huella biologica (400-4000 cm™), en
el eje y se observa la intensidad de la absorbancia representada en u.a. De izquierda a derecha
se sefiala donde se encuentran los enlaces O-H, Carbohidratos, grupos funcionales Amida II,
Amida I, Lipidos y enlaces C-H.Las figuras 17,18 y 19 ilustran la respuesta espectral de las
muestras obtenidas de los diferentes grupos, las cuales corresponden a los espectros de suero
sanguineo de animales Sham, Isquémicos e Isquémicos+BE, respectivamente. Estas figuras

muestran las regiones sefialadas en la figura 16.
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Figura 17. Se muestra el espectro en crudo medio obtenido a través de ATR-FTIR por mediciones del suero
sanguineo de animales Sham en todos los horarios post-isquemia (0,2,4,6,12 y 24h).

62



0.12—-
0.10—-
0.08 —
0.06—-
0.04—-

0.02

Absorbancia (u.a)

0.00
-0.02

-0.04

L= 0. =T = I = IS L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Numero de onda (cm™)

Figura 18. Se muestra el espectro en crudo medio obtenido a través de ATR-FTIR por mediciones del suero
sanguineo de animales isquémicos en todos los horarios post-isquemia (0,2,4,6,12 y 24h).
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Figura 19. Se muestra el espectro en crudo medio obtenido a través de ATR-FTIR por mediciones del suero
sanguineo de animales isquémicos+BE en todos los horarios post-isquemia (0,2,4,6,12 y 24h).

En el eje x de las figuras 17, 18 y 19 se muestra la region de la huella bioldgica (400-4000 cm

1, en el eje y se observa la intensidad de absorbancia representada en u.a.

En la figura 20 se presenta una comparativa de los espectros medios superpuestos obtenidos de
los distintos grupos (Sham, Isquémicos e Isquémicos+BE). Como se puede observar, los tres
grupos comparados mantienen el mismo patron; sin embargo, la regidén proteica del grupo

Isquémicos+BE es la més alta seguida de Isquémicos y la mas baja es la de los animales Sham.
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Figura 20. Espectros medios obtenidos mediante ATR-FTIR en muestras de suero de animales sham (linea
negra), isquémicos (linea roja) e isquémicos+BE (linea azul), en todos los horarios post-isquemia (0,2,4,6,12 y
24h). Region huella biologica.

Las figuras 21, 22 y 23 muestran las regiones de interés para este estudio en un acercamiento.
Estas regiones corresponden a las bandas situadas entre (1500-1700 cm™) ya que son las
correspondientes a los grupos funcionales Amida II y I situadas entre (1500-1600 cm™ y 1600-
1700 cm™"), respectivamente. La figura 21 muestra como la respuesta espectral de los tres grupos
presentan diferencias en el comportamiento espectral siendo muy notables los cambios en la

intensidad de absorbancia.
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Figura 21. Ploteos de los espectros medios obtenidos mediante ATR-FTIR en muestras de suero de animales
Sham (linea negra), Isquémicos (linea roja) e Isquémicos+BE (linea azul), en todos los horarios post-isquemia
(0,2,4,6,12 y 24h). Region de proteinas.
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Figura 22. Acercamiento del rango donde se expresan los enlaces O-H. En negro se pueden observar las ondas
de los promedios obtenidos de muestras pertenecientes de animales Sham en (negro) animales Isquémicos sin

tratamiento en (rojo) y en (azul) animales Isquémicos+BE.
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Figura 23. Acercamiento del rango donde se expresan los enlaces C-H, se puede observar las ondas de los
promedios obtenidos de muestras provenientes de animales Sham (negro) Isquémicos sin tratamiento (rojo) e

Isquémicos+BE (azul).
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Posteriormente procedimos a realizar la misma comparativa antes descrita en las figuras 20 y
21 pero ahora en ploteos en cascada y haciendo la comparacion entre los distintos subgrupos
que conformaron los 3 conglomerados grupales, esto con la intencién de determinar si el tiempo
post-isquemia influia en las concentraciones proteicas. En las figuras 24,25 y 26 se observan los
espectros promedio de los subgrupos que conformaron los conjuntos grupales; Sham,
Isquémicos e Isquémicos+BE respectivamente. En estas figuras podemos apreciar como en los
subgrupos (Sham) independientemente del horario asignado el comportamiento espectral fue
homogéneo, sin embargo, este patron no fue de la misma forma para los subgrupos de los grupos
Isquémicos e Isquémicos+BE, donde existié una clara diferencia espectral dependiendo del
tiempo post-isquemia al que fueron asignados los animales, esto denota que el tiempo posterior
al evento isquémico asi como el tratamiento con BE modulan la expresion proteica observada
en la variacion en las concentraciones de proteinas presentes en el suero. El patron espectral y
la intensidad de absorbancia son muy similares en el grupo Sham, independientemente del
esquema post-isquemia asignado. En los animales isquémicos, el patron espectral y la intensidad
de absorbancia son diferentes; estas variaciones estan intimamente asociadas al tiempo post-
isquémico porque estos sujetos recibieron el proceso isquémico. En los animales
Isquémicos+EB, el patron espectral y la intensidad de absorbancia son diferentes; estas
variaciones estdn estrechamente asociadas con el tiempo post-isquémico y el tratamiento

neuroprotector con EB.

69



Absorbancia (u.a)

1000 2000 3000 4000
Niimero de onda (cm™)

1500 1550 1600 1650 1700
Numero de onda (cm™)

Figura 24. Patron espectral e intensidad de absorbancia de las muestras de animales (Sham). A) Region de la
huella biologica: 400-4000 cm-'. B) Region proteica: 1500-1700 cm-".

En la figura anterior en el eje Z de los paneles A y B muestra los esquemas post-isquemia
asignados a los animales sometidos a cirugia simulada, el eje X del panel A muestra la region
de la huella bioldgica, y el eje X del panel B muestra la region de la proteina, mientras que el
eje Y de ambos paneles A y B muestra la intensidad de absorbancia. El patron espectral y la
intensidad de absorbancia son muy similares independientemente del esquema post-isquemi

asignado.
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Figura 25. Patron espectral e intensidad de absorbancia de las muestras de animales isquémicos. A) Region de
la huella biologica: 400-4000 cm-'. B) Region proteica: 1500-1700 cm-".

La figura 25 en el eje Z de los paneles A y B muestra los horarios post-isquemia asignados a los
animales isquémicos, el eje X del panel A muestra la region de la huella bioldgica, y el eje X
del panel B muestra la region de la proteina, mientras que el eje Y de ambos paneles (A y B)
muestra la intensidad de absorbancia. En los animales isquémicos, el patrén espectral y la
intensidad de absorbancia son diferentes; estas variaciones estan intimamente asociadas al

tiempo post-isquémico porque estos sujetos recibieron el proceso isquémico.
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Figura 26. En la imagen se muestra el patron espectral e intensidad de absorbancia de las muestras de animales
isquémicos+BE. A) Region de la huella biologica: 400-4000 cm-'. B) Region proteica: 1500-1700 cm-". en el eje
Z de los paneles A y B, se observan los horarios post-isquemia asignados a los animales Isquémico+EB.
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En el eje X del panel A de la figura 26, se muestra la region de la huella biologica, y en el eje X

del panel B, la region de las proteinas, mientras que el eje Y de ambos paneles (A y B) muestra

la intensidad de absorbancia. En los animales Isquémicos+EB, el patron espectral y la intensidad

de absorbancia son diferentes; estas variaciones estan estrechamente asociadas con el tiempo

post-isquémico y el tratamiento neuroprotector con EB.

La figura 27 muestra el ploteo lineal en la region de las proteinas que compara el

comportamiento espectral por hora entre los distintos grupos, en esta figura se muestra la

modulacién de las concentraciones proteicas entre los distintos subgrupos y horarios post-
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Figura 27. Espectros medios de intensidad de absorbancia ATR-FTIR en la region de proteinas para todos los
subgrupos experimentales. Los subgrupos son los siguientes: Grupos Sham (linea negra), Isquémico (linea roja)
e Isquémico+EB (linea azul). A) 0 horas, B) 2 horas, C) 4 horas, D) 6 horas, E) 12 horas, y F) 24 horas post-

isquemia.
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El eje X de la figura anterior muestra la region proteica: 1500-1700 cm-'. El eje Y muestra la
intensidad de absorbancia. Esta figura muestra claramente las diferencias en las concentraciones
de proteinas determinadas por la intensidad de absorbancia en funcion del grupo y horario post-

isquemia al que se han asignado los animales.

Por otra parte, las figuras 28, 29, 30 y 31 muestran el seguimiento de 4 picos que estan asociados
a los grupos funcionales Amida II, Amida I, Hojas- B y las a-Hélices respectivamente y

estructuras moleculares que conforman y estan presentes en las proteinas, estos picos fueron los

localizados en (1545, 1645, 1635y 1650 cm™).
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Figura 28. Cambios en la intensidad de absorbancia en el pico correspondiente al grupo funcional Amida I1
situado en 1545 cm-".
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Figura 29. Cambios en la intensidad de absorbancia en el pico correspondiente al grupo funcional Amida 1
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situado en 1645 cm-".
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Figura 30. Cambios en la intensidad de absorbancia en el pico correspondiente a la estructura proteica de las

Hojas-p situado en 1635 cm-".
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Figura 31. Cambios en la intensidad de absorbancia en el pico correspondiente a la estructura proteica de las a-
Helices situado en 1650 cm-".

Las figuras 28,29,30 y 31 muestran los cambios en la intensidad de absorbancia en los animales
Sham (cuadrados), animales Isquémicos (tridngulos) y animales Isquémicos+EB (circulos) en

diferentes tiempos post-isquemia (0, 2, 4, 6, 12 y 24 horas).
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Los resultados mostrados anteriormente inicamente corresponden a los datos obtenidos de las
mediciones directas del suero mediante ATR-FTIR, estos resultados por si solos arrojan
informacion valiosa que puede interpretarse para su aplicacion clinica, sin embargo, mediante
esta protocolo experimental es imposible determinar la expresion de una proteina en particular,
esto se debe al hecho de que en las mediciones directas de suero se puede evaluar al
conglomerado de proteinas presentes en el suero pero no una en especifico. Para poder evaluar
las concentraciones de las proteinas de interés de este proyecto (IL-6 e IL-10) de forma
especifica, se tuvieron que disefiar BO selectivos para la deteccion de estas dos proteinas,
utilizando anticuerpos especificos para cada una de ellas. Los resultados obtenidos de las

mediciones en BO para su caracterizacion y deteccion de ILs se muestran a continuacion.

En las figuras 32-37 se muestra la caracterizacion morfologica de los BO en sus distintas fases
de auto ensamblaje para la deteccion especifica de IL-6 e IL-10. Para se tomaron micrografias

del microscopio Hyperion.
La figura 32 presenta la micrografia del silicio cristalino y se puede observar una superficie muy

limpia, con algunas imperfecciones propias del material y del proceso de secado con el gas

nitrogeno.
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Figura 32. (A) Miicrografia y (B) espectro obtenidos mediante microFITR correspondientes a la primera fase
(Limpieza) para el ensamblaje de los biosensores.

La figura 33 presenta la micrografia del proceso de hidroxilado donde se presentan un mayor
nimero de puntos negros que pudieran ser asociados a los enlaces OH que se esperaria se

encuentren covalentemente enlazados a la superficie del silicio cristalino.
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Figura 33. (4) Micrografia y (B) espectro obtenidos mediante microFITR correspondientes a la segunda fase
(Hidroxilacion) para el ensamblaje de los biosensores.

La figura 34, nos muestra una superficie con una serie de puntos negros de un didmetro muy
homogéneo, los cuales son asociados a la presencia de la molécula 3-APTMS que se
autoensambla a la superficie durante el proceso de funcionalizacion, sin embargo no es posible

en esta etapa poder observar una morfologia homogénea.
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Figura 34. (4) Micrografia y (B) espectro obtenidos mediante microFITR correspondientes a la tercera fase
(Funcionalizacion Gaseosa) para el ensamblaje de los biosensores.

Una vez realizado el proceso de activacion, la superficie de la matriz de silicio cristalino queda
ahora cubierta de manera mas homogénea por puntos negros, ver figura 35, que son las mismas
moléculas del 3-APTMS pero que a partir de la reaccion con el EDC-NHS, se colocan con una
orientacion preferencial para poder dejar expuesto el grupo amino listo para unirse al elemento

de reconocimiento bioldgico (anticuerpo).
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Figura 35. (4) Micrografia y (B) espectro obtenidos mediante microFITR correspondientes a la cuarta fase
(Activacion) para el ensamblaje de los biosensores.
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La figura 36 presenta la morfologia propia del dispositivo biosensor 6ptico, en el fondo se
observa una superficie tipo poro, mientras que en la cara mas expuesta se observan puntos
negros aleatoriamente dispuestos sobre la superficie porosa, esta imagen es propia de las
monocapas autoensambladas, mientras que los puntos negros que se observan son asociados a

los anticuerpos covalentemente enlazados a las moléculas del 3-APTMS.
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Figura 36. (4) Micrografia, (B) y (C) espectros obtenidos mediante microFITR correspondiente a la quinta fase
(Inmovilizacion) para el ensamblaje de los biosensores para IL-6 (rojo) e IL-10 (azul).

83



Finalmente la figura 36, nos muestra la imagen después de la interaccion del dispositivo
biosensor con las muestras bioldgicas (deteccion), en esta figura es posible observar nuevamente
en el fondo la superficie porosa, mientras que el parte mas expuesta se observan un mayor
numero de puntos negros localizados de manera homogénea, esta morfologia se puede asociar
a la presencia de las interleucinas que son selectivamente enlazadas a los anticuerpos especificos

para su union covalente a la superficie del dispositivo biosensor.

Figura 37. En esta imagen se muestra una micrografia obtenida mediante microFITR correspondiente a la sexta
fase (Deteccion)) para el ensamblaje de los biosensores.

En todos los procesos de ensamblaje de BO siempre se obtenian espectros y micrografias de las
distintas fases con la intencién de garantizar que cada una de ellas se llevara a cabo de forma
correcta, a continuacion, se muestran los resultados obtenidos de las mediciones mediante ATR-

FTIR en los BO desarrollados para la deteccion especifica de IL-6 e IL-10.
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Con la intension de encontrar una mejor forma de discriminar los resultados entre los distintos
grupos experimentales se procedi6 a analizar los mismos mediante (PCA). Este método permite
disminuir la dimensionalidad de los datos obtenidos experimentalmente sin perder la
informacion que subyace en los mismos generando un nuevo eje de coordenadas donde los
componentes con mayor aporte al sistema seran los nuevos ejes de coordenadas, en este sentido,
las unidades de estos nuevos ejes de coordenadas representan el porcentaje de variabilidad del
componente principal. Se puede lograr obtener un alto porcentaje de variabilidad del
componente eligiendo la region dentro del espectro de infrarrojo donde se observen los mayores
cambios (en intensidad de absorbancia o en comportamiento espectral) en funcion de los

parametros experimentales.

En la figura 38 y 39 se muestra el Andlisis de Componentes Principales (PCA) en 2D y 3D
obtenido mediante ATR-FTIR correspondiente a los BO desarrollados para la deteccion
especifica de IL-6 e IL-10 en los horarios post-isquemia de 0 y 2h respectivamente. En el eje X
se muestra el porcentaje de contribucion del componente principal 1 siendo de (99.67%). En el
eje Y se muestra el porcentaje de contribucion del componente principal 2 siendo de (0.27%).
En el eje Z se muestra el porcentaje de contribucion del componente principal 3 siendo de

(0.03%).

Para esto se tomaron los datos de la region de las amidas I y I (1500 a 1700 cm™), y se realizo
el analisis multivariado. La nube de puntos que se presenta en la figura 38a (2D) y 38b (3D),
permite perfectamente discriminar entre la presencia de IL6 e IL10 en dos tipos de muestras,
isquémicos (IL6) e isquémicos+BE (IL10). En ambos cuadros de la figura 38, se diferencian
muy bien mediante el agrupamiento de los datos experimentales el tipo de interleucina
detectada. Para el caso de la figura en 2D, el componente principal 1 es el que determina el tipo
de proteina detectada. Mientras que para la figura en 3D, es dificil asociar una tendencia de

agrupamiento en funcion de alguno de los tres componentes.
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Figura 38. Esta figura se observa el PCA en 2D Panel (A) y 3D Panel (B) obtenido mediante ATR-FTIR de las
mediciones en BO con muestras de suero de animales Isquémicos con Oh con BO capacitados para IL-6 en (rojo)
e Isquémicos+BE con Oh con BO capacitados para IL-10 en (azul).
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En la figura 38 en el eje X se muestra el porcentaje de contribucion del componente principal 1
siendo de (99.67%). En el eje Y se muestra el porcentaje de contribucion del componente
principal 2 siendo de (0.27%). En el eje Z se muestra el porcentaje de contribucion del

componente principal 3 siendo de (0.03%).

Para el caso del tiempo de 2 horas, ver figura 39, la tendencia de agrupamiento es mucho mas
marcada, en ambos ejes de coordenadas 2D y 3D, el componente principal 1 es el que determina
el tipo de proteina que es detectada por el BO desarrollado. En el eje X se muestra el porcentaje
de contribucion del componente principal 1 siendo de (94.52%). En el eje Y se muestra el
porcentaje de contribucion del componente principal 2 siendo de (5.16%). En el eje Z se muestra

el porcentaje de contribucion del componente principal 3 siendo de (0.28%).
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Figura 39. Esta figura se observa el PCA en 2D Panel (A) y 3D Panel (B) obtenido mediante ATR-FTIR de las
mediciones en BO con muestras de suero de animales Isquémicos con 2h con BO capacitados para IL-6 en (rojo)
e Isquémicos+BE con 2h con BO capacitados para IL-10 en (azul).

En el eje X de la figura 39 se muestra el porcentaje de contribucion del componente principal 1
siendo de (94.52%). En el eje Y se muestra el porcentaje de contribucién del componente
principal 2 siendo de (5.16%). En el eje Z se muestra el porcentaje de contribucion del

componente principal 3 siendo de (0.28%).
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Finalmente, tomado en cuenta lo anterior, para el procesamiento numérico comparativo de los
datos de los distintos grupos experimentales se eligid la region espectral donde se observaron
los mayores cambios y que es la de relevancia en este trabajo, y esa fue la region de las Amidas
I y II ubicada entre los 1500-1700 cm™. Los resultados experimentales de este andlisis se
presentan en las figuras 40 para la respuesta por espectroscopia de infrarrojo, asi como las

figuras 41 y 42 con analisis de PCA en 2D y 3D respectivamente.

En la figura 40 se presenta la respuesta al infrarrojo medio, en el eje X del panel A, se muestra
la regidn de la huella bioldgica, y en el eje X del panel B, la region de las proteinas, mientras
que el eje Y de ambos paneles (A y B) muestra la intensidad de absorbancia. Se manifiesta una
alta intensidad de absorbancia para animales isquémicos con 2h desarrollados para la deteccion
especifica de IL-6 en comparacion con los demds grupos experimentales, los cuales presentan
un comportamiento espectral muy similar

Por lo cual se procedio a realizar el anélisis multivariado de los datos experimentales realizando
el analisis de componentes principales para intentar lograr una mejor discriminacion de los datos

experimentales.
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Figura 40. Muestra el espectro medio obtenido mediante ATR-FTIR en BO con muestras de suero de animales
Isquémicos capacitados para IL-6 con Oh (rosado), Isquémicos capacitados para IL-6 con 2h (rojo),
Isquémicos+BE capacitados para IL-10 con Oh (azul)e Isquémicos+BE capacitados para IL-10 con 2h
(magenta).

En la figura anterior se muestra en (A) Region de la huella bioldgica: 400-4000 cm-'. (B) Region
proteica: 1500-1700 cm-'. En el eje X del panel A, se muestra la regioén de la huella biolédgica,
y en el eje X del panel B, la region de las proteinas, mientras que el eje Y de ambos paneles (A

y B) muestra la intensidad de absorbancia. Se manifiesta una alta intensidad de absorbancia para
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animales isquémicos con 2h capacitados para deteccion especifica de IL-6 en comparacion con

los demas grupos experimentales.

La figura 41 presenta el analisis de PCA en un grafico de 2D, en el eje X se muestra el porcentaje

de contribuciéon del componente principal 1 siendo de 94.16%. En el eje Y se muestra el

porcentaje de contribucion del componente principal 2 siendo de 5.64%. En la figura se puede

observar que el PC1 permite discriminar entre los datos del sensado de IL6 del resto de las

muestras.
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Figura 41. Esta figura se observa el PCA en 2D obtenido mediante ATR-FTIR de las mediciones en BO con
muestras de suero de animales Isquémicos con Oh con BO capacitados para IL-6 en (morado), Isquémicos con
2h con BO capacitados para IL-6 (rojo), Isquémicos+BE con Oh con BO capacitados para IL-10 en (amarillo) e

Isquémicos+BE con 2h con BO capacitados para IL-10 en (azul).
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En el eje X de la figura 41 se muestra el porcentaje de contribucion del componente principal 1
siendo de (94.16%). En el eje Y se muestra el porcentaje de contribucion del componente

principal 2 siendo de (5.64%).

Ahora bien, si graficamos en 3D, ver figura 42, podemos observar que en el eje X se muestra el
porcentaje de contribucion del componente principal 1 siendo de 94.16%. En el eje Y se muestra
el porcentaje de contribucion del componente principal 2 siendo de 5.64%. En el eje Z se observa
el porcentaje de contribucion del componente principal 3 siendo de 0.15%. Los 3 componentes
principales contribuyen con un total del (99.95%) para la resolucion del sistema lineal de
ecuaciones. En este grafico de 3D para el mismo conjunto de datos mostrado en la figura
anterior, es posible obtener una mejor discriminacion entre cada grupo de muestras, cada grupo
de muestras presenta una tendencia de agrupamiento muy especifica, lo que permite identificar

el tipo de tratamiento empleado para cada grupo animal.
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Figura 42. Esta figura se observa el PCA en 3D obtenido mediante ATR-FTIR de las mediciones en BO con
muestras de suero de animales Isquémicos con Oh con BO capacitados para IL-6 en (morado), Isquémicos con
2h con BO capacitados para IL-6 (rojo), Isquémicos+BE con Oh con BO capacitados para IL-10 en (amarillo) e

Isquémicos+BE con 2h con BO capacitados para IL-10 en (azul).

En el eje X de la figura 42 se muestra el porcentaje de contribucién del componente principal 1
siendo de (94.16%). En el eje Y se muestra el porcentaje de contribucion del componente
principal 2 siendo de (5.64%). En el eje Z se observa el porcentaje de contribucion del

componente principal 3 siendo de (0.15%). Los 3 componentes principales contribuyen con un

total del (99.95%) para la resolucion del algoritmo.
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Con estos analisis se logro determinar la aportacion a la respuesta del sistema lineal, misma que
fue en total del (99.95%) con los tres primeros componentes; donde el primer componente
principal (PC1) responde al (94.16%) de la varianza del sistema de ecuaciones generado, el
segundo componente principal (PC2) responde al (5.64%) y finalmente el tercer componente
principal (PC3) responde al (0.15%) del sistema de ecuaciones lineales que resuelven el
algoritmo. Este analisis nos permite graficar los componentes principales en con 2 y 3 ejes de
coordenadas, es decir, en 2D y 3D y de esta forma visualizar claramente las diferencias en los
datos dependiendo su ubicaciéon en el plano, asi como sus tendencias de agrupamiento de
acuerdo al grupo experimental que fueron asignados los animales y el tipo de analito para el

cual estaban capacitados los BO, especificamente IL-6 e IL-O0.
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8. DISCUSION

En este trabajo la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier en el modo de
medicion de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), asi como los BO desarrollados,
demostraron ser una buena herramienta alternativa o complementaria de las técnicas
convencionales para observar la modulacién proteica en muestras de suero asi como para la
deteccion especifica de IL-6 e IL-10 en el suero de animales con distintos horarios post-
isquemia; esto se debe a su alta sensibilidad para detectar modificaciones incluso sutiles en las
estructuras quimicas que componen a las proteinas, por no necesitar preparacion de las muestras
y elvolumen minimo que se requiere para su medicion. Aunado a lo anterior, la gran cantidad
de datos que se logran obtener en tiempos cortos, maximiza la fiabilidad de los resultados y su
interpretacion, ademas, estas metodologias resultaron ser econdmicas, rapidas y faciles de
emplear una vez que fueron estandarizadas. Las aplicaciones clinicas y cientificas de estas

técnicas son numerosas y prometedoras.

Los porcentajes de supervivencia de los sujetos empleados en la presente investigacion fueron
tras la electrocauterizacion de las arterias vertebrales del 95%, tras la exposicion de las arterias
carotidas comunes del 90% vy tras el evento isquémico del 85%. Entre los posibles factores que
contribuyeron a la muerte de los animales durante la electrocauterizacion de las arterias
vertebrales, fue el choque hipovolémico provocado por la hemorragia dentro de estos vasos. En
los casos en que los animales no sobrevivieron durante la exposicion de las arterias carotidas
comunes, puede atribuirse a paros cardiorrespiratorios desencadenadas por la manipulacion
fisica del nervio vago debido a que este nervio esta implicado en la regulacion del ritmo cardiaco

y respiratorio (ref).

En este estudio primero se caracterizo el espectro de ratas macho sanos e intactos como se ilustra
en la figura 15, esto por si mismo es importante porque permite tener un espectro que funge
como control o huella dactilar, ya que independientemente de la variabilidad individual que

puede existir en cada animal se demostr6 que no existen diferencias relevantes en la
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composicidn ni en la concentracion sérica de biomoléculas de relevancia como; carbohidratos,
lipidos y proteinas, estos resultados son comparables con los obtenidos por Wang Y et. al. en
2015, donde mostraron que mediante la espectroscopia de infrarrojo era posible determinar la

presencia de los compuestos activos de Zougui Pill en suero de ratas (Wang et al., 2015).

Es de esperar que los espectros de cualquier otro suero sanguineo de rata sin procesos
patologicos o comorbilidades tengan el mismo comportamiento espectral tanto en la forma y
comportamiento como en la intensidad de absorbancia, es decir, deberian presentar las mismas
bandas y wvalles, esto debido a que no hay enfermedades ni procesos patoldogicos o
farmacologicos que pudieran estar influyendo en los componentes moleculares séricos y sus
concentraciones. Esto se corroboré al obtener los espectros de los animales SHAM que tuvieron
el mismo comportamiento espectral, esto nos permite inferir que las concentraciones proteicas
no se ven modificadas por la instauracion de las dos cirugias preparatorias previas al evento
1squémico o bien que el tiempo de reposo antes de ingresar al protocolo de ICGA fue suficiente
para que existiera una estabilizacion de las mismas, esto es de suma importancia porque nos
permite determinar que las diferencias manifestadas en los otros grupos experimentales

(Isquémicos e Isquémicos+BE) se deben a 3 factores principales:

1.- Si el animal recibid o no el proceso isquémico.
2.- El tiempo posterior al evento isquémico.

3.- El tratamiento neuroprotector con BE.

También en estos espectros obtenidos logramos identificar las areas o regiones de interés en el
estudio de sistemas bioldgicos, particularmente la regién de proteinas en la que se centrd este

trabajo como se puede observar en la figura 16.

Las figuras 17, 18 y 19 ilustran los espectros en crudo en la region del infrarrojo medio obtenidos
mediante ATR-FTIR de todos los subgrupos Sham, Isquémicos e Isquémicos+BE
respectivamente. Estos espectros revelan las bandas de absorcion asociadas a diversos enlaces

y biomoléculas en muestras bioldgicas, como lipidos, carbohidratos y proteinas, en estas figuras
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pueden distinguirse las siguientes bandas de absorcion: la banda de los enlaces O-H a 1041 cm’
!, 1a banda asociada a los carbohidratos a 1080 cm™, la banda de los lipidos a 1747 cm’, la
banda correlacionada con los enlaces C-H a 2931 cm’!, y las bandas atribuidas a los grupos
funcionales Amida I y Amida II, a 1600-1700 cm™ y 1500-1600 ¢m™ respectivamente,
mostrando una similitud en el dibujo espectral en las areas donde se sitiian las bandas y valles.
Un comportamiento espectral similar fue mostrado por (Carmona et al. 2013, Huang Jing et al.
2021), mostrando bandas similares para muestras de suero sanguineo. No obstante, en estos
espectros promedio se observan diferencias notables en la intensidad de absorbancia en funcion
del grupo experimental analizado, es importante destacar que en esta técnica la intensidad de
absorbancia esta directamente relacionada con la concentracion de las moléculas presentes en

la muestra analizada.

En la figura 20 se realiz6 la superposicion de los espectros para una mejor comparativa de los
mismos, se puede observar que en las diferentes regiones existen bandas que presentan casi el
mismo comportamiento con variaciones muy marcadas en las absorbancias. En el entendido que
la presencia de IL-6 e IL-10 deberian mostrarse en la region de las proteinas y estas a su vez
deberian presentar enlaces C-O y C-H, procedimos a realizar un acercamiento en estas regiones
donde fue posible observar una homologacion en las 3 regiones, manifestando menores
concentraciones (menor intensidad de absorbancia) los animales Sham vs Isquémicos e
Isquémicos+BE en la region de los enlaces N-H y O-H que se expresan entre 3000 y 3600 cm”
!y particularmente las figuras 21, 22 y 23 muestran que los mayores cambios se presentan en
las bandas entre 950-200 cm™! asociada a los enlaces C-O, la region donde se expresan las
proteinas entre 1500-1700 cm™! asi como la region asociada a los enlaces C-H ubicada en 2800-
3000 cm™!. Como lo describe (Barraza et al. 2012) estas variaciones pueden deberse a dos cosas,
cambios en la estructura molecular de los compuestos y/o cambios en la concentracion de los

mismos.
En las figuras 24, 25 y 26 obtuvimos los espectros promedio en crudo, ploteados en cascada de

las mediciones en suero obtenidos por ATR-FTIR, que representan los subgrupos Sham en

diferentes tiempos, etiquetados como Sham, Isquémicos e Isquémicos+BE a 0, 2, 4, 6, 12 y 24h
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respectivamente. Estos espectros exhiben picos en la region de proteina caracteristicos en 1644
cm™!' (Amida I, estiramiento C=0) y 1545 cm™ (Amida II, flexién N-H), que son comunes en

las muestras biologicas (Scott D.A., et al., 2010).

En la figura 24 se evalud si existieron diferencias en las concentraciones de proteinas entre
subgrupos Sham después de dos cirugias preparatorias, electrocauterizaciéon de arterias
vertebrales y exposicion de arterias cardtidas comunes. Aunque faltan estudios especificos sobre
estas cirugias, se sabe que los procesos quirurgicos pueden alterar la expresion proteica. Por
ejemplo, (Herring et al. 2017) demostraron que la ligadura de la arteria carétida izquierda en
ratones aumentaba la expresion de proteinas proinflamatorias hasta 3 dias después de la cirugia.
Del mismo modo, estudios posteriores han demostrado una disminucién de la expresion de
proteinas especificas por PCR tras una lesion vascular, sin embargo, en nuestro estudio los
procesos quirdrgicos previo al evento isquémico no alteraron la dindmica molecular con
respecto a animales sanos e intactos, sin embargo, no fue el mismo caso para los animales

Isquémicos e Isquémicos+BE.

En los animales asignados a los diferentes subgrupos Isquémicos, la expresion proteica mas baja
se observo en el subgrupo de Oh, por el contrario, se observo un aumento de las concentraciones
de proteinas en los otros subgrupos, concretamente el subgrupo de 2h presentd las
concentraciones proteicas mds elevadas, disminuyendo gradualmente en los subgrupos
siguientes a medida que se prolongaba el tiempo post-isquemia. Nuestros hallazgos pueden
atribuirse a la respuesta inmunitaria innata, que implica la activacién de células de microglia
responsables de expresar receptores que modulan la respuesta inflamatoria post-isquemia.
Aunque existen tanto fenotipos microgliales proinflamatorios como antiinflamatorios, varios
grupos de investigacion, como el de (Lambertsen et al. 2019) han notificado un aumento de las
concentraciones de proteinas proinflamatorias durante las fases aguda y subaguda posteriores a
lesiones isquémicas cerebrales. De la misma manera Yoshitaba, et.al. en el 2023, evaluaron la
modulacién de proteinas en procesos antiinflamatorios en la fase post isquemia desde el dia 0
al dia 13, observando la modulaciéon de los macréfagos tipo M1 en procesos anti y pro

inflamatorios. En este trabajo de tesis, los individuos pertenecientes a los subgrupos
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Isquémicos+BE al igual que en los subgrupos Isquémicos, las concentraciones de proteinas
aumentaron en todos los tiempos post-isquemia, sin embargo, las concentraciones maximas de
IL6, para estos subgrupos se mostraron a las 4 y 6h, mientras que la concentracion maxima de

IL10 se presenta en el intervalo de tiempo de 0 a 2h.

Estos resultados nos permiten concluir que el efecto maximo del BE en la induccion de la
sintesis o secrecion de proteinas en la isquemia cerebral se alcanza a las 6h lo que se puede
relacionar con el efecto del BE que ha sido reportado en varios modelos isquémicos como un
potente agente neuroprotector, incluyendo la ICGA. Esta propiedad se le atribuye en parte a su
capacidad para reducir la muerte celular y el dafio cerebral limitando las respuestas inflamatorias
y promoviendo la sintesis de proteinas antiinflamatorias. Ademas, se sabe que puede inhibir la
produccion de proteinas proinflamatorias, como han descrito (Chiappetta et al. 2007), no
obstante, la ventana terapéutica de este farmaco, asi como los mecanismos celulares y
moleculares especificos que subyacen en su eficacia contra la isquemia cerebral siguen sin

conocerse del todo.

Mediante el ploteo lineal realizando la comparativa de los distintos subgrupos experimentales
por horario homologado, se observd claramente las diferencias entre los mismos, siendo
atribuible a los 3 factores ya antes mencionados; proceso isquémico, tratamiento farmacoldgico
y tiempo post-isquemia, esto debido a que ya se ha informado como el BE actia como agente
neuroprotector en eventos de isquemia cerebral, mejorando los déficits cognitivos y reduciendo
la pérdida de poblaciones neuronales. Estos efectos neuroprotectores se atribuyen en parte a la
supresion de factores proteicos isquémicos, como los cotransportadores y los intercambiadores
de iones, reduciendo asi el edema cerebral. Adicionalmente otros estudios, demostraron que el
BE inhibe la sintesis de hormonas y proteinas que promueven la degradacion de la barrera
hematoencefalica. Los efectos antiinflamatorios del BE contra la isquemia cerebral también se
han demostrado por su capacidad para suprimir la sintesis de proteinas proinflamatorias como

citocinas y el inflamasoma NLRP3, IL-1, IL-6 o TNF-a como lo report6 (Thakkar et al. 2016).

99



Ademas, se ha descrito que el BE modula las respuestas inflamatorias isquémicas promoviendo
la sintesis de proteinas antiinflamatorias como la IL-10 generando neuroproteccioén contra la
encefalomielitis al inhibir la neuroinflamacion mediante el aumento de la IL-10 sintetizada por

las células B y la microglia (ref).

En cuanto a los subgrupos Sham, los valores mas altos de absorbancia y por tanto la
concentracion mas alta de proteinas se observaron durante la fase isquémica hiperaguda (0 h).
Esto concuerda con el conocido proceso de muerte celular masiva y desnaturalizacion proteica
inmediatamente después de un evento isquémico cerebral. En el caso de los animales
isquémicos, la mayor concentracion de proteinas en comparacion con los animales simulados e
isquémicos+BE se observo en el subgrupo de 2h, lo que concuerda con la historia natural de la
enfermedad isquémica, que muestra una sobreexpresion de enzimas Yy citoquinas
proinflamatorias en las primeras horas tras un episodio de isquemia cerebral como lo descrito

por estudios como el realizado por (Emsley et al. 2007).

Para discriminar aun mas las concentraciones de proteinas mediante el estudio de sus
componentes estructurales, realizamos el seguimiento de los picos de Amida II (1545 cm™),
Amida I (1645 cm™), Hojas-B (1635 cm™) y a-Hélices (1650 cm™) en cada uno de los subgrupos
pertenecientes a los conglomerados grupales en; 0, 2, 4, 6, 12 y 24h post-isquemia. Las figuras
28, 29, 30 y 31 representan graficamente los valores numéricos de estos picos y mediante el
estudio de los mismos podemos determinar como fue el comportamiento estructural de las

proteinas expresadas después de la ICGA.

En seguimiento del pico situado en (1545 cm™) el cual corresponde al grupo funcional Amida
I1, mostr6 los cambios de absorbancia dentro de los distintos subgrupos. La absorbancia mas
alta en el grupo Sham se observo en el subgrupo de 4h, con un valor de 0,021832 u.a. La
concentracion maxima de proteina en el grupo Isquémico se observé en el subgrupo de 2h, con
un valor de 0,0251 u.a, por ultimo, en el grupo Isquémico+BE, el pico de absorbancia alcanzé
su maximo en el subgrupo de 6h, con un valor de 0,0305 u.a. Murphy y colaboradores en el

2014,destacaron que la monitorizacion de este pico es crucial porque analizar el grupo funcional
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Amida Il mediante FTIR ofrece una alternativa para estudiar las estructuras secundarias de las
proteinas y su estructura de orden superior (Murphy et al. 2014), lo cual implica observar no
solo la expresion de las proteinas, sino también los cambios conformacionales ocasionados por
efectos externos. Otros autores también han destacado que esta region, puede utilizarse para
predecir estructuras secundarias de las proteinas (Schubert L. et al. 2022). Esto demuestra la

importancia de seguir los cambios en el pico del grupo funcional Amida II de nuestro estudio.

En el pico situado en (1645 cm™) correspondiente al grupo funcional Amida I también se realizé
su monitoreo, mediante el andlisis espectral se demostrd que la absorbancia mas alta se presenta
en el grupo control (sham) se observé en el subgrupo de 4h, con 0,0219 u.a. La concentracién
maxima de proteina en el grupo Isquémico se registrd en el subgrupo de 2h, con 0,024045 u.a.
Por tultimo, en el grupo isquémico+BE, el pico de absorbancia alcanzé su maximo en el
subgrupo de 6 h, con un valor de 0,0313 u.a En el subgrupo Isquémico+BE, el pico de
absorbancia alcanzé su méximo en el subgrupo de 6h, con un valor de 0,0313 u.a Es importante
el monitoreo de este pico ya que de acuerdo a (Camerlingo et al. 2022) indicaron que la
evaluacion fisicoquimica de proteinas en biofluidos mediante ATR-FTIR puede llevarse a cabo
eficazmente estudiando este pico. Ademas, también otros autores han concluido que esta técnica
espectroscopica (ATR-FTIR) puede proporcionar informacion sobre las concentraciones de
proteinas en fluidos, incluso cuando los volumenes de muestra o las variaciones de

concentracion y estructurales son pequenos.

En el estudio del pico correspondiente a las hojas-p situado en (1635 cm™) se obtuvieron los
valores de absorbancia mas alta para el grupo Sham en el subgrupo de 4h, con un valor de 0,0218
u.a. La concentracion méxima de esta estructura en el conjunto del grupo Isquémico se encontro
en el subgrupo de 2h, con una medida de 0,0241 u.a. Por ultimo, en el conjunto del grupo
Isquémico+BE, el pico de absorbancia alcanzé su maximo en el subgrupo de 6 h, con un valor
de 0,0312 u.a. El seguimiento de este pico es esencial, ya que permite estudiar la conformacion
de las proteinas en las enfermedades neurodegenerativas como lo destaco (Misra et al. 2021).
Ademas, este pico esta asociado a las B-hojas, lo que puede explicar ligeras variaciones en las

concentraciones y estructuras de las proteinas en las muestras analizadas. Igualmente realizamos
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este estudio en el pico asociado a las a-Hélices situado en (1650 cm™") obteniendo la absorbancia
mas alta dentro del conjunto del grupo Sham en el subgrupo de Oh, con un valor de 0,021377
u.a. La concentracion maxima de esta estructura en el conjunto del grupo Isquémico se observo
en el subgrupo de 2h, con un valor de 0,0233 u.a. Por ultimo, en el conjunto del grupo
Isquémico+BE, el pico de absorbancia alcanzd su maximo en el subgrupo de 6h, con un valor

de 0,0306 u.a.

El seguimiento de este pico asociado a la estructura proteica a-Hélice se ha referido que permite
evaluar la agregacion y estabilidad de la proteina y se ha destacado que la evaluacion de este
pico con ATR-FTIR ayuda a dilucidar la estructura de la proteina, lo cual es crucial para

correlacionar la funcionalidad de una proteina con su estructura molecular (Wang et al. 2019).

Cabe destacar que todos los patrones espectrales mostraron un comportamiento coherente dentro
de los distintos conjuntos de grupos y sus respectivos subgrupos. La intensidad de absorbancia
en el grupo simulado se mantuvo casi idéntica en los cuatro picos analizados, sin embargo, las
variaciones en la intensidad de absorbancia fueron evidentes en los subgrupos Isquémico e
Isquémico+BE, lo que indica diferentes concentraciones de proteinas y sus estructuras
moleculares en funcidn del tipo de tratamiento y de los tiempos post-isquemia. Estas variaciones
en las concentraciones de proteinas se atribuyen al procedimiento Isquémico, al tiempo post-
isquemia y a la administracion del tratamiento BE. Sin embargo, independientemente del pico
analizado, los cuatro picos mostraron momentos criticos en los que la modulacién proteica
estaba presente. Para los subgrupos Isquémicos, los valores mas altos se observaron dos horas
después de la isquemia. Por el contrario, los subgrupos Isquémicos+BE mostraron una
absorbancia notablemente inferior en este mismo momento. Por el contrario, los valores
maximos de los grupos Isquémico+BE se obtuvieron a las 4 y 6h post-isquemia. En la hora 0,
los subgrupos Isquémico e Isquémico+BE mostraron valores similares, demostrando una mayor

homogeneidad en los grupos a las 12 y 24h post-isquemia.

Con la intencién de poder discriminar entre las dos proteinas de interés (IL-6 e IL-10), se

desarrollaron dispositivos biosensor con anticuerpos especificos para cada una de las proteinas
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de interés. Para el desarrollo de los BO fue necesario implementar una nueva metodologia que
finalmente genero6 dispositivos que fueran especificos para la deteccion de IL-6 e IL-10, al ser
un protocolo nuevo fue necesario caracterizar mediante ATR-FTIR las distintas fases del
ensamblaje con la intencion de garantizar que cada una de ellas se realizaran de forma correcta,
por tal motivo, se obtuvieron los espectros y micrografias de las distintas fases en donde fue
posible observar la modificacion en la superficie de los soportes que finalmente nos permitio la
deteccion y medicion de los analitos de interés, en ese sentido, dependiendo de la fase de
ensamble le correspondia una micrografia y espectro caracteristico, esto garantizé que los
resultados obtenidos y procesados correspondieran unicamente a las mediciones del analito de
interés. Esto también fue corroborado mediante el seguimiento del comportamiento de la
absorbancia de los picos de interés, asi como el PCA en 2D y 3D de los resultados
experimentales obtenidos mediante la deteccion con los dispositivos BO, utilizando muestras
de suero pertenecientes a animales con 0 y 2h post-isquemia, este analisis demostr6 lograr la
deteccion de IL-6 e IL-10 de forma especifica, ademds, mediante la comparativa de los distintos
horarios post-isquemia (0 y 2h) fue clara la diferencia en la intensidad de absorbancia y las
tendencias de agrupamiento de la nube de puntos, es decir, dependiendo del grupo experimental
al que fueran asignados los animales era la localizacion de los datos en el grafico de PCA.
Mediante este analisis numérico multivariado se logra disminuir el volumen de los datos
procesados tomando en cuenta inicamente los componentes que mas aportan al sistema lineal,
sin perder la informacion que se encuentra en ella, asi fue posible discriminar los resultados de
forma clara, estos resultados también se homologaron con los obtenidos mediante la medicion
directa del suero donde la concentracion maxima de proteinas en animales Isquémicos fue a las
2h, y en los datos resultantes con la medicion en biosensores fue claro el incremento en la
concentracion de IL-6 en el mismo periodo de tiempo, cabe destacar que nuestros resultados
también se han corroborado con otras metodologias que se estan implementando en nuestro

grupo de estudio (Verti Cervantes, 2024, Gonzalez Leon K., 2025).
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En general fue posible poder asociar los valores del componente principal 1 a los tiempos post-
isquemia, y el componente principal 2 al tipo de grupo cuyos datos experimentales fueron
procesados por esta técnica multivariada. Nuestros resultados correlacionan perfectamente con
lo mostrado con David C.C., y Jacobs D.J en el 2014, donde presentan un método quimiométrico

basado en PCA para determinar la dinamica de las proteinas.
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9. CONCLUSIONES

Mediante el analisis por espectroscopia de infrarrojo fue posible observar y determinar la
modulacion de las proteinas en muestras de suero de modelo murino inducido a isquemia
cerebral. Mientras que mediante el desarrollo de BO fue posible la deteccion especifica de IL-6
e IL-10, estos dispositivos junto con la espectroscopia de ATR-FTIR demostraron ser
herramientas factibles y con un alto potencial a nivel clinico para la determinacion de proteinas
en suero o sangre total, ya que poseen una alta especificidad y sensibilidad para detectar
modificaciones incluso sutiles en las estructuras quimicas que componen las proteinas. Cabe
destacar que, aunque estas técnicas se han utilizado para determinar concentraciones de
proteinas y otros analitos en diferentes modelos, muestras biologicas y enfermedades, este es el
primer trabajo en el que se utilizan BO y ATR-FTIR para este fin en un modelo murino
isquémico en diferentes esquemas post-isquémicos. Ademads, estas técnicas fueron excelentes
alternativas para observar la modulacion de la expresion proteica cuando se indujo un agente
neuroprotector, como el benzoato de estradiol, en el modelo murino. Finalmente, con la
implementacion de la técnica de analisis multivariado PCA, la discriminacion de la modulacion

de la expresion de las proteinas de interés, fue mucho mas simple.
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10. PERSPECTIVAS

El presente trabajo de investigacion propuso una nueva metodologia para la deteccion especifica
de IL-6 e IL-10 mediante el desarrollo de BO basados en matrices planares de silicio cristalino,
ademas del uso de técnicas de espectroscopia infrarroja para la obtencion de espectros
pertenecientes a muestras de suero sanguineo de individuos isquémicos a distintos horarios post-
isquemia con un tratamiento con BE, esto nos permitié6 observar la modulacién de las
concentraciones proteicas, en ese sentido, este estudio es una aproximacion al desarrollo de kits
comerciales que sean de bajo costo y eficaces para disminuir el tiempo de medicidn, deteccion
y que no requieran de personal especializado para su uso, algo que actualmente necesitan las

técnicas moleculares convencionales utilizadas para la deteccion de proteinas.

Este tipo de estudio no ha sido realizado previamente ni con el mismo enfoque, siendo novedoso
y que resulta de interés clinico, de tal forma que el conocimiento generado a partir de estas
caracterizaciones permite tener un acercamiento fiable al entendimiento de las modificaciones
suscitadas en las concentraciones de estas ILs y las proteinas en general en individuos
isquémicos, esto ayuda a tener un panorama mas amplio en el entendimiento del desarrollo
fisiopatologico de la ICGA, asi como de los efectos neuroprotectores de BE y podria contribuir
a la mejora en el disefio de protocolos farmacologicos mas eficientes, ademas, la ATR-FTIR y
los BO pueden ser técnicas complementarias o alternativas a las convencionales, sin embargo,
este estudio también presentd retos y limitaciones, como la dificultad que implica el modelo
isquémico para su implementacion ya que requiere de experiencia para la instauracion de las
cirugias, asi como el entendimiento y complementariedad del conocimiento en areas muy
distintas, no obstante, los frutos académicos y cientificos resultantes de esta sinergia nos
motivan como grupo de investigacion a continuar trabajando en conjunto y sobre la misma linea
englobando nuestras areas del conocimiento para potencializar y complementar el presente

estudio.
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Por lo antes descrito, tenemos planeado generar BO que estén capacitados para la deteccion de
otras proteinas que también funcionen como biomarcadores de dafio neural, como caspasas, y
algunas otras ILs, tenemos particular interés en el monitoreo de IL-1 y Factor de Necrosis
Tumoral Alfa, ademas, en un futuro cercano nuestro grupo de investigacion multidisciplinario
planea realizar el monitoreo en la modulacion de las concentraciones proteicas reduciendo los
tiempos post-isquemia, debido a que hemos concluido que las primeras horas posteriores al
evento isquémico son las cruciales para limitar el dafio cerebral; por ello, se trabaja en el
desarrollo de una nueva metodologia que permita realizar la deteccion de proteinas de interés
en tiempo real en otro tipo de matrices en un animal con libertad de movimiento, esto seria de
gran relevancia ya que lograriamos obtener datos en tiempo real sobre la modulacién proteica y
como distintos fArmacos pueden inferir en la misma expresion de estas moléculas disminuyendo

o exacerbando dano neural.
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A doseresponse study was made of the broad-specirum gonadal steroid agonist tibolone (TBL) on lordosis
behavior in estradiol benzoate (EB: 5 pg) primed mts. Doses of TBL (0, 1, 4, and 16 pg) were infused to the right
lateral ventricke 2 h befare testing. The highest dose increased lordesis quotients significantly af 240 min and
360 min following infusion. However, the intensity of lordosis was weak. In experiment 2, the TBL doss of 16 pg
wits selectad to determine whether tamoxifen (TMX), RU486, or antide could modify the lordosis response (o

TEL. Infusioms of the three compounds, before TBL, significantly attenuated the THL-induced fdlitation of
lordosis. The results saggpest that TEL stimulates bordosis by activating estrogen, progesterone, and may do so by
downsiream stimulation of GnRH release. The physiological role TBL plays in controlling lordosis behavior re-

meains 0 be determined.

1. Introduction

Saxual behavior in females iz stimulated by sstrogens (Beyer ecal
[1]). Por example, rabbitn, cata, or ferretz require only estradiol (E2) for
the dizplay of female sexual behavior, whereas the rats and guinea pige
need the zequential action of E2 and progesterons (P) [2] or B2 and an
androgen like testosterone (T) or dihydrotestosterons (DHT) [3,4]. In
addition, P, T, and DHT, lordoziz can be facilitated owver the B2 bageline
by zeveral compounds, including gonadotrophin releazing hormone
(OnBH) [5], leptin [6], oxytocin [7], and prolactin or noradrenaline [5],
serotonin, and dopamine [9]. Initial studies in female rats showed that
E2 induced lordogiz behavior in the absence of P. Por example, (2] when
2 zingle injection of 2 high dose of the longer-lasting B2 ben=oate (EB) iz
made to ovariectomizad (OWVX) rata [10]; (bl when ratx receive, in place
of P, 2 second-high doge of B2 [11] or BB after initial low priming of BB;
and () when ratz that have been OVX and adrenalecromized to alimi-
nate peripheral cources of P, are axposed continuoucly to B2 injected
with low doses for several daya [12]. These resultz chow that B2 can
have both phyziological effects, like priming before treatment of P, T, or
DHT, or facilitate lordoais in low E2-primed rat.

Synthetic estrogen: can also prime the central nervous system to

facilitate lordociz [13]. For example, the cynthetic estrogen, RU-2855,
waz at least four times more effective than 17(-E; in stimulating
dizplay of cexvpal behavior in adult OVX rate [14]; however, the
adminiztration of another oynthetic sotrogen, enclomipheane, anhanced
the early, but not late priming action that B2 exerts on the neural sub-
arrares involved in the activation of lordoain, indicating thar the prezence
of EZ in necessary to complete the activation of later processes mot
stimulated by enclomiphene [15].

Tibolone (TBL) iz a synthetic steroid with a 3-heto-A5-10 configu-
ration, a 17a-ething]l group, and a 7a-methyl subatituen:, which poas-
sezzen estrogenic, androgenic, and progestogenic activitiez [156];
however, this steroid does not have szructural characteriztics that would
explain itz extrogenic-like affects on the vagina brain, and bone, perhapa
due to itz tissue-selective metabolizm, distinct receptor binding profile,
and activation of ensyme Iegulnrjnu [17]. TBL iz converted to three
active membaolites: a) 30-0H and b)) 3j-0H-TEL, which are reduced
metabolitez that present estrogenic activity on bone, vagina, and
climacteric symptoms, and by A-4 isomer which iz similar to P or an-
drogenn, with effects that can stimulate or prevent endometrial growth
It haz been clamified az a “zelective tizsue estrogenic activity regulator
(STEAR)" [1£]. In addition, it haz been described that treatments of the
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In mormal hormenal conditions, increased neuronal activity in the ventromedial hypothalamus (VMH) induces
lprdogis whereas activation of the preoptic area (POA) exerts an opposite effect. In the present work, we sxplored
the effect of bilateral infusion of different doses of the apelin-13 (0,57, 0.75, 1.5, and 15 2] in both brain areas
an the expression of lordesis behavior. Lordosis quotient and lordosis reflex score were performed at 30, 120, and

240 min. Weak kardosis was observed following the (.37 pg doge of apelin-13 at 30 min in the VM of EB-primed
rats; howsver, the rest of the doges indweed significant lordesis relative to the control group, At 120 min, all doges
induced kordoss behavior, while at 240 min, the highest dose of 15 pg did not induce significant differences.
Interestingly, only the 0,75 pg infusion of apelin in the POA induced significant bordosis ar 120 and 240 min
These results indicate that apelin: 13 acts preferably in FVM and sfightly in POA to inidate lordosis behavior in

estrogen-primed s,

1. Introeduction

Ectradiol (B;) and progesterone (P) zecretion occur during the
estrous cycles of mammal females; theze phyziological changes cause an
increaze in newronal activity in preoptic and hypothalamic regions that
control the timing of different famale sexnal behaviors. Activation in the
venromedial hypothalamus (WMH) coincides with the expression of
lordogis; in contrast, increased neuronal activity in the preoptic area
(PDA) facilitates proceptive behaviors (sexual solicitationz and pacing
behavior] but inhibirs lordesin [1.2]. Thiz muggesm thar chort loop
feedback between the VMH and POA coordinate: the timing and
expregzion of appetitive and consummatory arpectz of female zexual
behavior. Inirial studies voed diffarsnt srracegies to demonotrate the
oppozite effects of these brain areas on lordosin. For example, bilateral
lecions of the VMH cause a decreaze in the expression of lordociz
behavior in owvariectomized (OVX) ratz primed with By and P [3]

whereas electrical stimulation of thiz region facilitates it. Conversely,
bilateral lesions of the medial POA facilitate losdogiz [1] but inhibit
sexual solicitations [4].

There are abundant data in the literature showing the participation
of different nevroransmitter syatems in the regulation of female sexual
behaviors in theoe brain arear (noradrenergic, cholinergic, serotonergic,
glutamace, or GABA syutema, etc.). The role of OABA and glutamare in
theze regionz alzo follows a similar reciprocal pattern: Glutamate and
OABA actions in the medial POA are excitatory and inhibitory, respec-
tively, for lordozin [5], while the adminiztration of thoze newrotrans-
mitters in the VMH haz the opposite actions on lordoziz [5-7]. Moreower,
E; priming increases GABA turnover in the VMH [Z], an action likely
due o a function of increased oynthesic of the GABA biosynthetic
enzyme OADSS [2] through the activation of sither the o or |} isoform of
the B receptor [10]. The increased GABA tranomission in the VMH
dlizinhibitz lordosiz either by inhibiting local serotonin releasze (which
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Intracersbroventricalar (ICV) administration of estradiol benzeate (E28) and progesterons (P) indoces intense
lprdagis behavior in ovariectomized rats primed peripherally with E;B. The present study tested the hypothesis
that the Eispeptin (Kis) and melanin-concentrating hormons (MCH) pathways regulate fermale sexual behavior
induced by thess steroid hoemones. In Experiment 1, we tested the relevance of the Kis pathway by 10V infusion
af its inhibitor, kis-234, before administration of EzB or P in sstrogen-primed rate. Lordosis inducesd by ExB alons

ar with the addition of P was reduced significantly av 30, 120, and 240 min. In Experiment 2, ICV infusion of
MCH 30 min before ExB or P significantly reduosd lordosis in mts primed with ExB alone. These data sapport the
hypothests that the Kiss and MCH pathways, which can release or modulate gonadotropinereleasing hormaone
(GnRH), are imvoalved in E;B- and P-induced lordosis.

1. Introdustion

Ectradiol (E;) and progesterone (P) regulate both appetitive and
conmummatory aspects of cexual bshavior in mammalian females
{Beach, 1976; Bever et al | 2003; Plauz =t al, 2015). For example, in
ovariectomized (OVX) rats, exogenous administration of estradiol ben-
zoate (ByB) followed by P 20 to 40 h later oynergizes to induce the
expreszion of lordosiz (Beach et al | 1942; Boling and Blandauw, 1939;
Morali and Beyer, 13789) In addision, By and P regulare pocitive and
negative feadback in the hypothalamus/pitnitary ‘gonadal axiz, which
regulates the secretion of gonadotropin-releazing hormeone (OnRH; a
peptide conzidered an eszential component in the expression of female
sexual behavior) and ovulation (Marques =t al, 2000). Por example,
when Ej concentrarion in the bload reaches itz peak in the aftermoon of
proactris in the rat or in the middle of the mensernal cycle in women,
ovulation occurs through the secretion of OnRH from the hypothalamua,

which zignals the sequential releaze of the ponadowoping follicle-
:t_imularjng hormone (FSH) and ]uuiui:ing hormone (LH} from the
anterior pituitary gland. The mbsequent release of P from the reprored
follicle coincides with an increase in the expremion of both zolicitations
and lordosis in the rat (Mani and Blaustein, 2012) and an increase in
sexual desire and arowsal in women (Cappelletti and Wallen, 2016).
Theoe sventz are synchronized, so female sexual sxpression occurs when
zhe i maximally prepared for fertilization.

Since the 1970z, a large number of stundies have examined the
involrement of the GnRH oystem in the display of female gexual
behavior induced by zelective agonists and antagonists, and by senzacy
stimuli cauzed by the male during copulation {Azizi et al., 2021; Cal-
igioni et al, 2007; Clasadonte et al,, 2011; Sakuma, 2002) and more
recently by un (Domingues-Ordones et al | 2018; Oarcia-Juares et al |
2020; Oomora-Arrari et al | 2008 Az noted abowve, oynergictic action
between B; and P genarates intense female sexual behavior in rodents;
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The nenropeptide kisspeptin (Kiss) is aucial in regulating the bypothalamdc-pituitary -genadal axis. It is prodoced
by two main growps of nenrons i the hypothalamues: the rostral periventricular region around the third veniride
and the arcuate nuckeus. Kiss is the peptide product of the KiS5-1 gene and serves as the endogenous agomist for
the GFRS4 receptor. The Kiss/GPR54 system functions ag a critical regulator of the reproductive system. Thus,
we examined the effect of infracerebroventricalar administration of 3 pg of Kiss to the right lateml ventride of
avarisctomized mts primed with a dose of 5 pg subotaneous (500 of estradicl benzoate (EB). Kiss treatment
increased the lordosis quatient at all times tested. However, the lordosis reflex score was comparatively lower yet
still significant compared to the control group. To iovestigate receptor specificity and downstream mechanisms
an bordosis, we infused 10 pg of GPRS4 receptor antagonist, Kiss.234, 5 pg of the progestin receptor antagonist,
RU486, ar 3 pg of antide, a gonadotropin-releasing hormoene-1 (GrRH-1) receptor antagonist, to the right bateral
ventricle 30 min before an infusion of 3 pg of Kiss. Results demonstrated a significant reduction in the facilitation
af lordosis behavior by Kiss at 60 and 120 min when Kis-234, RU4RG, or antide were administered. These
findings suggest that Kiss stimulates lordosis expression by activating GFR54 receptors on GnRH nearons and
that Kiss/GPR5 system is an esvential intermediary by which progesterone activates GnRFL

1. Intredustion

The archestration of reproductive behavion in mammals involrez a

mubrequent gonadotropin releazs [5].
Neurons in the ARC regulate the pulsatile release of OnRH, while
thoge in the AVPV are implicated in regulating the surge of luteinizing

complex interplay of variouz newropeptides, hormonez, and receptom
within the central nervous system (CN5). Among thece, kinopeptin (Fiaz),
a neuropeptide encoded by the Hizal gene, has emerged 2z a crocial
regulator of reproductive function, particularly in ovulation induction
[1-5]. Kizz neurons are predominantly distributed in two critical areas
of the hypothalamun: the arcuate nucleus (ARC)H and the anteroventral
periventricular nuclews (AVPV) [£,7]. These nevron: play a pivotal role
in ranclating cex oteroid feedback into neurcendocrine signalz, thereby
influencing gonadotropin-releasing hormone (OnRH) secretion and

hormone (LH) and ovulation [3-13]. Notbly, Kisa neurons exhibit high
expresgion of estrogen receptor alpha (ER@) and progestercne receptor
(PR}, il:uiu:atng their responziveness to sex steroid feedback [14-15].
Additionally, recent studies have highlighted the involvement of Fiz in
the modulation of lordosiz behavior, a crucial aspect of female sexual
receptivity [17-19].

Faor instance, previous research by Kauffman et al. [17] investigated
the role of the iz receptor, GPR54, in female mice sexual behavior, and
found no significant differences in lordosiz behavior between wild-type
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Autism Spectrum Disorder (ASD) is characterized by diff in social ication and i jon, as well
Agizm as areas of focused i and/or repetitive behaviors. Recent studies have highlighted a higher prevalence of
maﬁ:‘ endocrine and reproductive disturbances among females on the autism spectrum, hinting at potential disruptions
fstradiol within the hypothalamus-pituitary-ovary (HPO) axis. This research aims to explore the reproductive health
Pro dxwﬂsmﬁbushgmxniml modrlofnmlm the C58/J inbred mouse strain, with a focus on reproductive
Hypothalamus ¥ and h | profiles pared to the C57BL/6J control strain,
Mouse Our findings revealed that the estrous cycle in C58/J females is disrupted, as evidenced by a lower frequency
Estrogen recepior ofcumplur cycles and a lack of cyclical release of diol and progy pared to control mice. C58/J
also exhibited poor p in several reproductive p inciuding reproductive lifespan and
fertility index. Furthermore, estrogen receptor alpha content showed a marked decrease in the hypothalamus of
C58/) mice. These alterations in the estrous cycle, hormonal imbalances, and reduced reproductive function
imply dysregulation in the HPO axis. Additionally, our insilico study identified a group of genes involved in
infertility carrying single-nucleotide polymarphisms (SNPs) in the C58/J strain, which also have human
arthologs associated with autism. These findings could offer valuable insights into the molecular underpinnings
of neuroendocrine axis distuption and reproductive issues observed in ASD.
1. Introduction autizm spectrum exhibit a higher preval of endocri ]
and reproductive health diti I to pical in-
Autiom Spectrum Dizorder (ASD) iz ch ized by diffe in fividuals (Kassee et al., 2020). These condauom include infertility,
zocial ication and & ion, as well az areaz of fi d in- 1 i polycystic ovary zyndrome, premenstrual
terests and/or repetitive behaviors (American Poychiatric Association, Jyrphnnc dizorder (Casanova et al, 2013), and an uu:nmd rick of
2022; Bottema-Beutel et al., 2021). Notably, girls and women on the P during p , such az p lampzia and p
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* Absorbance in Sham animals was lower
than in ichemic and ischemic + EB
animals.

* Maximum absorbance in ischemic ani-
mals occurred at 2 h vs. Sham and
ischemic + EB.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
: Stroke i a prevalent vascular disease that causes disability and death worldwide. Molecuk hnigues have been
ATR-FTIR spectroscopy developed to assess serum ions of bi ¥ jated with this disease, such as some proteins. ATR-
Serum IR 1 1 2 i P P oin son durk 3 of sroke:
Cerebral Ischemia L R AT e gaeptop - -
Profiin expeéssion Serum samples from sham, and treated with (EB; as a 7 agent)
male rats were evaluated at 0, 2., 4-, 6-, 12, and 24-hours post-ischemia. The analysis was developed in the mid-
hﬁwedmhnmamlyfmmdmlhememngim(lswlm:m'),wlﬂtnmpnm’bkwumlhe
on in the absorb i ity. The peaks at 1545, 1645, 1635, and 1650 am ™" associated with amide TI,
ML&MMuhmmh,mmmmmmmmwm
results d that i p opy could be a good alt que to d the ! of
protein expression during stroke events.
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nervous system. The Society's primary goal is to promote the exchange of information among researchers. For this purpose, SfN holds
a prestigious annual meeting, attended by scientists and researchers from around the globe. It is considered the most important
annual forum for the neuroscience research community, offering attendees the opportunity to learn about the latest advances in brain
research.

Sincerely,

&

Kyle Hayden, CMP
Director, Meeting Programs and Attendee Services
Society for Neuroscience
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Oficio nimero CIBA/SA/POS/531/2023

Asunto
Constancia
Tepetitla de Lardizabal; Tlaxcala., 07 de junio de 2023.

A QUIEN CORRESPONDA:

Se hace constar que el (a) M. en C. Omar Montes Narviez, se encuentra realizando Estancia de Investigacion de Posgrado en
el Centro de Investigacion En Biotecnologia Aplicada Unidad Tlaxcala, durante el periodo del 23 de enero al 28 de julio del

2023: a cargo del Dr. Raul Jacobo Delgado Macuil, Profesor Investigador adscrito a este Centro.

Se extiende la presente CONSTANCIA para los usos legales que se estimen pertinentes a los siete dias del mes de junio del
afio dos mil veintitrés.

ATENTAMENTE
“La Técnica al Servicio de_Ja P

Dra. Maria ¢
Subdirectora
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Centro de Investigacion en Biotecnologla Aplicada
Unidad Tlaxcala

Subdireccion Académica y de Investigacién

Cer Je Investigacion e Bi nologia Aplicad i el

Hacoenda Son Juan Molino, Canetera Ll mocs | epentls ki | Flnxealn C 190700, Mexiea

o 8TRIG il

AN cf:v (_f\ ¢ rk\ \\\‘h‘g,f‘ .\\cs
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Division de Ciencias Bioldgicas
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado POSGRADD EN CEENCIAS
BIOLOGICAS

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta ‘ I ,

CONSTANCIA

A Omar Montes Narvaez
Estudiante de Doctorado en Ciencias Biolégicas

Por impartir el seminario
"ATR-FTIR spectroscopy to evaluate protein expression in plasma, after
cerebral ischemia, in murine model.

“POR LA CULTURAA LA JUSTICIA SOCIAL”
TLAXCALA, TLAX., A 07 DEAGOSTO DEL 2023 ¥

Posgrado
DRA. ESTECATUE ROMERO  Gienciss Bioldqicas
COORD. GENERAL DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Sistema i de de la Calidad bajo la Norma: ISO 9001:2015-NMX-CC-3001-IMNC-2015

(5

PCB/23-01/060-rs!
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Universidad Autonoma de Tlaxcala

Facultad de Ciencias de la Salud

PRIMER FORO INTERNACIONAL DE INVESTIGACION
EN SALUD
“INVESTIGACION MULTIDISCIPLINARIA EN SALUD”

Otorgan la presente

Reconocimiento

Montes Narvaés Omar

Por su destacada participacion en presentacion del cartel “Deteccion de
biomarcadores neuroinflamatorios y concentraciones plasméticas proteicas, en
modelo de isquemia cerebral global en rata, mediante biosensores opticos y
espectroscopia infrarroja” realizada el dia 24 de noviembre del afio en curso.

ATENTAMENTE
“Por la Cultura a la Justicia Social*.
Zacatelco, Tlax., a 24 de Noviembre de 2023.

SIAC
MSP. José Francisco Mauricio Garcia ~ MCSP. Irma Lumbreras Delgado

400¢-RG-22 Director de Facultad Secretaria de Facultad
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El Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia
otorga la presente

CONSIANCIA

Omar Montes Narvaez

Por su participacion como PONENTE en el "2° Simposio Nacional

de Biosensores”
celebrado los dias 27, 28 y 29 de junio de 2023.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad Universitaria, Ciudad de México, 2023

i (bl‘/\/(fll 1/ch\qm(w é

Dra.rMa. Herlinda Montiel Sanchez Dra. Claudia Rodriguez Almazan
Directora Comité Organizador
ICAT, UNAM ICAT, UNAM

VS
9:? “A
ICAT REDEC ~ UNAM
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| El Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia
% otorga la presente
LLI
o
O
)
Z
LLI
)

CONSTANCIA

Omar Montes Narvaez

Por su participacién en la presentacion de POSTER en el
"2° Simposio Nacional de Biosensores”
celebrado los dias 27, 28 y 29 de junio de 2023.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad Universitaria, Ciudad de México, 2023

%’/’f (ﬁlﬂ'(f“’/g(mw‘w e

é 53 Dra. Ma. Herlinda Montiel Sanchez Dra. Claudia Rodriguez Almazan
Directora Comité Organizador
ICAT, UNAM ICAT, UNAM

V]S -~

9:? ) ’\l
w

ICAT REDEC ~ UNAM
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A M I D I La Academia Mexicana de Investigacion y Docencia
en Ingenieria Quimica A.C.

ademia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C
ga

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

a:
Brenda Vertti Cervantes, Raul J. Delgado Macuil, Georgina Beltran Pérez,
Karina Gonzalez Leon, Omar Montes Narvaez, Marcos Garcia Juarez.

Por la presentacion del trabajo:

DETERMINACION DE INTERLEUCINA 6 (IL-6) EN PLASMA SANGUINEO DE UN MODELO MURINO
ISQUEMICO CON TRATAMIENTO DE BENZOATO DE ESTRADIOL MEDIANTE BIOSENSORES DE FIBRA
OPTICA.

ENCUENTRO NACIONAL DE LA

AM ID I Q En el area de BIOTECNOLOGIA en modalidad ORAL
1D:910

Investigacién e industria: inclusién, retos y oportunidades .
para la || ieria Quimica en Méxi XLIV Encuentro Nacional de la AMID[Q

T

i : Jorge Ramén Robledo Ortiz a
Presidenle del Corhité Organizador fesidente Nacional dy’AMIDlQ Presidente del Coumé Tkmco

Huatulco, Oaxaca, México 30 de mayo al 2 de junio de 2023
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A

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Comunicacién del
ﬂConocimienfo uam

La Direccién de Comunicacién del Conocimiento,
de la Universidad Auténoma Metropolitana, otorga
la presente constancia al:

Mtro. Omar
Montes Narvaez

Por su asesoria en la capsula del episodio

Descifrando el cerebro:
cvamos hacia Black Mirror?

como parte de la 14a temporada de Ciencia abierta
al tiempo, transmitida a través de UAM Radio 94.1 FM
el 8 de diciembre de 2023.

X
p— \
Dr. Mario André De Leo Winkler Fis. MiriJn‘w Carri arfagan
Director de Cpmunicacion Jefa de Fomento
del Conocimiento del Conocimiento
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A

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

uam

Comum‘caqon del
Conocimiento

La Direccién de Comunicacién del Conocimiento,
de la Universidad Auténoma Metropolitana, otorga
la presente constancia al:

Mtro. Omar
Montes Narvaez
Por su participacion en el episodio:

Descifrando el cerebro:
cvamos hacia Black Mirror?

como parte de la 14a temporada de Ciencia
abierta al tiempo, transmitido a través de
UAM Radio 94.1 FM el 10 de diciembre de 2023.

X
p— \
Dr. Mario André De Leo Winkler Fis. MiriJn‘w Carri arfagan
Director de Cpmunicacion Jefa de Fomento
del Conocimiento del Conocimiento
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XIX Reunion Anual AMEVASC - Reunion Virtual

La Asociacion Mexicana de Enfermedad Vascular Cerebral, A.C.

Otorga el presente reconocimiento a: Omar Montes Narvaez

Por su participacion como ASISTENTE a la XIX Reunion anual de AMEVASC - Reunion Virtual, la cual se

realiz en la plataforma https://amevasc.com.mx ‘AMEVASC Online", y consto de 18 horas no presenciales

de Educacion Médica Continua, equivalente a 1.12 créditos de Educacion Superior.

aped (e o

A)
Dr.Luis Manue! Murilo Bonill Dr. Carlos Alberto Espinoza Casillas Dra. Carolina Ledn Jiménez
Presidente AMEVASC Secretario AMEVASC Secretario AMEVASC

jueves, 13 de mayo de 2021
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AMEVASC

Asociacion Mexicana de
Enfermedad Vascular Cerebral

La Asociacién Mexicana de Enfermedad Vascular Cerebral, A.C. Otorga el presente reconocimiento a:

Omar Montes Narvdez
por su asistencia al
Curso Virtual de la XX Reunion Anual de AMEVASC

el cual consta de 26.4 horas de Educacién Médica Continua en linea, equivalente a 1.68 créditos

lunes, 26 de abril de 2021

2/
A4
'
Carlos Alberto Espinoza Casillas Dr. Luis Manuel Murillo Bonilla Carolina Leon Jimenez
Secretario AMEVASC Presidente AMEVASC Tesorera AMEVASC

h44K6fVjRL
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w3, e e N D DK DK DR
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCA!!A ol%o!

Facultad de Trabajo Social, Socmlogia} ROKD :< >: :q >: :

Psicologia y Ps1c0terapla e S E ,: :, ,:E ,::4,

Otorga la presente e e t‘ ’j :‘ »: :‘ { :< {:

%Wmm

A: Mtro. Omar Montes Narvaez

Por su participacién de ponente en la conferencia Magistral titulada “LOS ACCIDENTES CEREBRO-VASCULARES
Y SUS IMPLICACIONES PSICOSOCIALES EN LA POBLACION MEXICANA”, con una duracion de 2 horas.

“Por la Cultura a la Justicia Social”

Mtra. Paola Vez Ramos ™", s Dra.
Directora e Coordj & Llcencnatura -

ISO

400c-RG-22
Folio: 222_P23_FTSSPyP

a
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Campana de o
= REFORESTACION 7, CIBA[
2023 ]

El INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
a través del Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicads, otorga la presente

CONSTANCIA

Por participar en la “Campafia de reforestaciéon 2023", en el marco del
Dia de la Tierra, el dia 21 de abril de 2023.
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Universidad Auténoma de Tlaxcala
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado
Centro de Investigacion en Reproduccion Animal

Otorga la presente:

CONSTANCIA
(m. en @. @mar Ab%onfes O/larvdez

Por su valiosa participacién como PONENTE con la conferencia titulada “Efecto del
benzoato de estradiol sobre la expresién de las interleucinas 6 y 10 en el modelo de
isquemia cerebral global aguda en la rata, determinado por biosensores épticos
basados en matrices planares de silicio” en el marco del Simposio: Nuevas
estrategias metodolégicas para el estudio de lesiones cerebrales y tisulares.

Tlaxcala, Tlax., a 27 de septiembre del 2023

¥ £ =
1:#’ Z

o Macuil Dr. Oscar Gonzdlez Flores

Organizador Organizador Organizador
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Coloquio

“CONSERVANDO LA MALINCHE:

APORTACIONES CIENTIFICAS Y SOCIALES
DE LOS UNIVERSITARIOS”

Parte 2

Otorga la presente

CONSTANCIA
A

Omar Montes Narvaez

Doctorado - Posgrado en Ciencias Biolégicas
Universidad Auténoma de Tlaxcala

Por su asistencia al Coloquio

Tlaxcala de Xicohténcatl, 6 de octubre de 2021.

,;1 /A \
Dra. Margarita Martinéz Gémez : ‘
Organizadora gz ) iy I «
Coordinadora Académica 5»/ ;;,‘:‘ i , A

estacion
Estacién Cientifica La Malinche St

POSGRADQENCIENCIAS ~ clentifica
s

[ ——

& 11> INSTITUTO DE INVESTIGACIONES

| BIOMEDICAS

BIOLOGICAS lamalinches
CTBC/21-2/433-MLAC
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Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado

CONSTANCIA

A Omar Montes Narvaez

Por asistir al Simposio
The Rabbit and the Cat: What next?

Que se llevo a cabo el 23 de octubre
con una duraciéon de 9 horas

“Por la Cultura a la Justicia Social’
Tlaxcala, Tlax., Octubre 23, 2020

: ( ' ( 043”1 : = R AR,
Dra. M %%émez A Dra. Robyn Hudson Dr. Amando! utista Ortega
( Y Organizadores e Y
Ve, /i \ --..-“;

lso Sistema Institucional de Gestion de la Calidad Certificado bajo la Norma: 1809001 -2015- NMX-CC-9001-IMNC-2015

/|
Somocen
1) %001

CTBC/20-2/114-MLAC

Quairy

146



Cinvestav

9

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional
Universidad Auténoma de Tlaxcala
Centro de Investigacion en Reproduccion Animal Dr. Carlos Beyer Flores
Laboratorio de neurociencia de la conducta

Otorga la presente constancia a:
Omar Montes Narvaez

Por su asistencia al simposio en honor a la Dra. Patricia Aguilar Alonso “Nuevos
conocimientos sobre el estrés oxidativo” el dia 21 de Enero de 2022.

Valor curricular 5 Hrs

&\ CENTRO DE INVESTIGACION
|l N REPRODUCCION ANTHAL
\ CINVESTAV - U.A.T.

oy . Apdo. Postal Ne. 62
Dr. Julio César Morales Medina . xyon s 00000, TLAX.

Organizador MEXICO

o

U Made for free with Certify'em

147



La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através del
Instituto de Ciencias
otorga la presente

Constancia

& Omar Montes Narvaez.

Por haber asistido al “Curso-taller: Analisis de secuencias de DNA y proteinas
® por métodos bioinformaticas.” celebrado del 04 de agosto al 27 de octubre

del afio en curso. Valor curricular de 48 horas.

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 6 {le enero del 2022

S %/ INSTITUTO DE CIENCIAS BUAP
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PCSGRATO EN CIENCIAS
BISCLOGICAS

Otorgan la presente

CONSTANCIA

A: OMAR MONTES NARVAEZ

Por su participacion en la feria cientifica con el taller:
«NEUROFISIOLOGIA»

Realizada el 20 de Enero en la Esc. Sec. Presidente Juarez, Tlaxcala

“Por la Cultura a la Justicia Social”
Tlaxcala, Tlax., 20 de enero de 2023

Mool Admag C.

Dra. Maria de Lourdes Arteaga Castaieda
Coordinadora General del CTBC

l)‘u% Q ," Sistema Institucional de Gestién de la Calidad Certificado A
- b.l'o la Norma: ISO 9001-2015- NMX-CC-9001-IMN-2015 9001:2015

fied System

b4 Certi
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Uniyersidad qugl_‘gdo en .CA1¢’nc1as.B1(.)log‘1c’as_
Autonoma de Coordinacion de la Division de Ciencias Biologicas
Taxcala Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado

A QUIEN CORRESPONDA

La Coordinacion General de Posgrado en Ciencias Biologicas de la Universidad
Auténoma de Tlaxcala, HACE CONSTAR que el Mtro. Omar Montes Narvaez
participd como ayudante de profesor en la unidad de aprendizaje Endocrinologia
durante el periodo Primavera 2023 (febrero-julio), impartida por los Dres. Leticia

Nicolas Toledo y Marcos Garcia Juarez con una duracion de 32 horas.
Se extiende la presente en la ciudad de Tlaxcala de Xicohténcatl, a los cinco dias del

mes de julio del afio dos mil veintitrés.

ATENTAMENTE
“POR LA CULTURA A-=42 JUSTICIA SOCIAL”

DRA. ESTELA CUEVAS ROMERO. T Eiettgices
COORD. GENERAL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

K 5 Sistema Institucional de Autogestion de la Calidad Certificado bajo la Norma: ISO
°\ 9001:2015-NMX-CC-9001-IMNC-2015
SIAC

Km 1.5 Carretera Tlaxcala/Puebla  CP 90070  Tel:2464621557 e-mail: posgrado.ctbc@uatx mx Tlaxcala, Tlax.

150



Universidad Autonoma de Tlaxcala
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado

Comision Estatal de Bioética del Estado de Tlaxcala

Otorgan la presente

y é/.//
Constancia

A: MC OMAR MONTES NARVAEZ

Por su valiosa participacion como asistente al taller denominado
“Etica y Bioética en Estudios con Animales”, realizado el dia 26 de
mayo del afo en curso, con valor curricular de cuatro horas.

ATENTAMENTE
"Por la Cultura a la Justicia Social"
Tlaxcala, Tlax., a 26 de mayo de 2023

& G

RN ” /'/M‘_WCOB I"T

COMISION DE BIOETICA
_ DEL ESTADO DE TLAXCALA

Dr./ Mtro: iron\Soriano k
Secretario-de . Director Ejecutivo deta Comisidn de ”\
[=] Hal i y Posgrado, UATx Bioética del Estado de Tlaxcala ) 4
Folio: 15663 v"'

| * COBIET (= @& & wp @ @ CIRA @Q
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Universidad Autonoma de Tlaxcala
Observatorio UATx

Otorgan la presente

Constancia
A: Omar Montes Narvaez

Por haber asistido a la Conferencia Magistral Inaugural "Redes Multidisciplinarias; un modelo
para aumentar el impacto social del trabajo cientifico” del Foro Internacional Ciencia para
qué? Hacia nuevos modelos de investigacion.

Celebrada el 17 de agosto de 2023

Obserygr para comprender. proponex para resolver”

IZ0=

DF. René Elizalde Salazar Mtro. José David Cabrera Canales
Presidente Observatorio de la UATX Secretario Observatorio de la UATx

Observatono dela
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Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta
Division de Ciencias Bioldgicas
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado

CONSTANCIA

A Omar Montes Narvaez

Estudiante de Doctorado en Ciencias Bioldgicas

Por impartir el seminario
"Efecto del benzoato de estradiol sobre la expresion de las interleucinas 6 y 10
en el modelo de isquemia cerebral global aguda en la rata, determinado por
biosensores opticos basados en matrices planares de silicio”

“POR LA CULTURAA LA JUSTICIASOCIAL”
TLAXCALA, TLAX.,A 20 OCTUBRE DE 2022 ff

- » ‘mg"adou
DRA. ESTECACUEVAS ROMERO  Giencias Biologicas
ENCARGADA DE LA COORD. GENERAL DEL POSGRADO
Nl EN CIENCIAS BIOLOGICAS 4

\ |
) €svocen
|SO Sistema Institucional de Gestion de la Calidad Certificado bajo la Norma: ISO 9001-2015- NMX-CC-9001-IMNC-2015 ;f"

PCB/22-2/044-rsl
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CERTIFICATION
Stroke Center

American Stroke Association and
Asociacién Mexicana de Enfermedad Vascular Cerebral

The Growing Need for Quality

Stroke Care in Mexico
Certificate of Participation

AWARDED TO

Omar Montes

You ullended ASA & AMEVASC's live webinar,
demonstrating your commitment to the growing need
for quality stroke care in Mexico.

i

JuligfMoral MSHCA, BSN Director, Juan Calleja, MD, M resident
Intefnatiorjal Quality Improvement, ASA Asociacién Mexicana de
Enfermedad Vascular Cerebral
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Facultad de Trabajb Social, Sociologia,
Psicologia y Psicoterapia

Otorga la presente

%mm

A: : Omar Montes Narvaez .

Por su participacion como ponente en la Actividad académica complementaria de la Unidad de Aprendizaje
Psicofisiologia denominada “/MPORTANCIA DE LOS CENTROS DE INVESTIGACION EN LA FORMACION
CURRICULAR DE ESTUDIANTES DE PSICOTERAPIA” llevado a cabo en el Centro de Investigacion en
Reproduccion Animal- Carlos Beyer Flores, con una duracion de 8 horas, realizado los dias 7 y 14 de mayo del 2024.

“Por la Cultura a la Justicia Social”
Tlaxcala, Tlax., a 14 de mayo del 2024

a

Mtra. Paola Vez Ramos Z Dra. Karla §ruz Sanchez
Directora mxmusna Coordinadora de la Licenciatura
—— en Psicoterapia

400¢-RG-23 Folio: 24_0461_FTSSPyP
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Facultad de Trabajo Social, Socmlogla,
Psicologia y Psicoterapia

Otorga la presente

Constancia

A: OMAR MONTES NARVAEZ.

Por su participacién como profeser invitado en la Unidad de Aprendizaje “PSICOFISIOLOGIA”, en la
Licenciatura de Psicoterapia durante el periodo escolar primavera 2024, iniciando el 22 de enero del 2024 y
finalizando el 07 de junio del 2024, con una duracidon de 150 horas clase cubriendo un total de 4 créditos
perteneciehnte al Plan de estudios 2018.

“Por la Cultura a la Justicia Social”
Tlaxcala, Tlax., 7 de junio del 2024

Mtra. Paola Vez Ramos <=2 Dra. Karla ruz Sanchez
Directora mcnmuenn. Coordinaciora de la Licenciatura
e en Psicoterapia

RG-22

Folio: 24_050910_FTSSPyP
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Scope Conferences, Courses & Workshops

CERTIFICATE
OF PRESENTATION

This is to confirm that

Raul Delgado Macuil, O. Montes Narvaez, M. Garcia Juarez, B.
Vertti Cervantes

for presenting the Oral entitled
Chemometric determination of IL-6 in ischemic murine model

at the Scope Conference

International Conference on Artificial Intelligence
& Machine Learning 2024

from 28 - 30 Oct 2024 in Pariz, France

é"’{ (fa9Qg,

Gerind Wallon, PhD
AI2024 Deputy Director

European Scope Date and location: 30 October 2024, Paris
Conference Organization

London UK

phone +44 1244 24
0687

al@scopeconfe
rencesz.co.uk
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