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RESUMEN DEL PROYECTO

El cerebro es una compleja red biolégica encargada de almacenar toda la
informacion del entorno, otorgandole una personalidad Unica a la especie humana
asi como a otros animales. Esta conformado por la corteza cerebral, la sustancia
blanca o cuerpo calloso y los nucleos de la base.

En Colombia asi como en muchas partes del mundo, se ha dado una busqueda
continua dirigida a entender las complejas conexiones neuronales propias de la
corteza cerebral. Los estudios en tejidos isquémicos han permitido observar
cambios en la morfologia neuronal, homeostasis y en procesos apoptoticos y/o
necroticos caracteristicos de la isquemia. En la corteza cerebral se dan las
principales sefiales sensoriales que provienen del nucleo talamico y que se
conectan con otras regiones del cerebro, por lo cual procesos isquémicos pueden
alterar su produccion de ATP, la vasodilatacion, microcirculacién, despolarizacion,
transduccion de sefiales, etc. que pueden generar cambios en los procesos
cognitivos, motores, sensoriales y asociativos.

En los ultimos afios se han encontrado sustancias que presentan un efecto
citoprotector al intervenir en diferentes puntos de las cascadas necréticas y
apoptéticas de un proceso isquémico de esta manera poder mejorar la
supervivencia Yy reducir la lesion neuronal. Dentro de estos se encuentra que la
glucosamina a partir de modificaciones postraduccionales de residuos de serina y
treonina puede regular la transcripcion, modificacion proteica en el nucleo,
sefalizacion, degradacion, transporte, ademas de disminuir los factores pro-
apoptéticos y aumentar los factores anti-apoptoticos que se generar durante la
muerte celular programada.

Con este proyecto se espera determinar si la glucosamina mejora la
supervivencia celular en la zona de penumbra de la corteza cerebral en ratas
wistar a las cuales se les practicé una cirugia experimental MCAO (Middle cerebral
artery occlusion), con el fin de generar el conocimiento basico necesario para
iniciar estudios clinicos en personas para mejorar su calidad de vida ademas de
otorgarle a la region del Valle del Cauca competitividad e innovacion en el estudio
del funcionamiento del tejido cerebral.

Para determinar la citoproteccion cortical, se empleardn una técnica de
fluorescencia a partir del anticuerpo celular NeuN que permite marcar el nucleo,
somas Yy dendritas en neuronas maduras con el fin de observar cambios en la
densidad y en su morfologia.

Palabras claves: isquemia, corteza cerebral, NeuN, Glucosamina, supragranular,
infragranular.
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ABSTRACT

The brain is a complex biological network responsible for storing all information
from the environment, giving a unique personality to the human species and other
animals. It consists of the cerebral cortex, corpus callosum and white matter and
basal ganglia.

In Colombia as in many parts of the world, there has been a continuous search
aimed at understanding the complex neural connections of the cerebral cortex.
Studies in ischemic tissues have reported changes in neuronal morphology,
homeostasis and apoptotic processes and / or characteristic necrotic ischemia.
The cerebral cortex receives major sensory signals from the thalamic nucleus and
connect to other regions of the brain, ischemic processes may alter ATP
production, vasodilation, microcirculation, depolarization, signal transduction, etc.
which can cause changes in cognitive processes, motor, sensory and associative.

In recent years it has been reported that substances that have a cytoprotective
effects intervene in different parts of the necrotic and apoptotic cascades of an
ischemic process, improving survival and reducing neuronal injury. Among these
substances is glucosamine which generates a posttranslational glicosilation
modification of serine and threonine protein residues that can regulate
transcription, protein modification in the nucleus, signaling, degradation, and
transport, thus decreasing the pro-apoptotic factors and increasing the anti-
apoptotic factors that are generated during programmed cell death.

This project is expected to determine whether glucosamine improves cell survival
in the cerebral cortex of Wistar rats which have undergone an experimental
surgery MCAO (Middle cerebral artery occlusion). The objective is to generate
basic knowledge necessary to initiate clinical studies in people with ischemia in
order to improve their quality of life. The project also grant region of Valle del
Cauca competitiveness and innovation in the study of the functioning of the brain.

To determine the cortical cytoprotection, we wused a technique of
immunofluorescence using NeuN antibody to detect the nucleus, soma and
dendrites of mature neurons in order to observe changes in cell number and
morphology.

Keywords: ischemia, cerebral cortex, NeuN, Glucosamine, supragranular layer,
infragranular layer.

11



1. INTRODUCCION

Con el paso de los afios, ha aumentado el nimero de casos de personas con
lesiones cerebrales. Enfermedades cardiacas, diabetes, arterosclerosis ademas
de malos habitos como el tabaco, alcohol, sedentarismos, estrés, junto a la edad
y los accidentes de transito son los principales factores de riesgo para padecer
esta enfermedad

La isquemia cerebral es un tipo de lesion en donde ocurre una limitacion de la
cantidad de oxigeno que llega al cerebro a partir de la obstruccion de las arterias
que lo irrigan, esto puede generar dafio de manera irreversible o severa
dependiendo del tiempo de exposicion y de la gravedad de la lesion, afectando de
esta manera el desarrollo cognitivo, motor y sensorial en el cerebro (Montaner,
2007).

En Colombia y el resto del mundo, una de las principales causas de muerte e
incapacidad se atribuye este tipo de lesiones cerebrales, generando un alto costo
social y econdmico. Estudios recientes han encontrado que esta reduccion en la
cantidad de oxigeno que llega al cerebro puede afectar las conexiones neuronales
de la corteza cerebral. A partir de esto se ha visto la necesidad de encontrar
mecanismos que disminuyan el dafio ocasionado por la isquemia. Uno de los
tratamientos que se ha venido trabajando es con la utilizacién de la glucosamina;
estudios recientes han reportado que esta sustancia puede desarrollar resistencia
al dafio isquémico y mejorar la funcionalidad de las células de la zona de
penumbra.

La isquemia cerebral estd caracterizada por presentar dos regiones: una region
central con alto dafio isquémico en el cual las células tienen la imposibilidad de
recuperar su funcionalidad y su la capacidad de hacer sinapsis, renovar dendritas,
etc. (plasticidad neuronal) llevando a la muerte. La segunda regiébn también
llamada zona de penumbra en el cual las células se encuentran intactas pero
funcionalmente inactivas. Esta Ultima region en la diana farmacoldgica en la que
se espera que la glucosamina permita recuperar su plasticidad y aumenta la
supervivencia celular en la corteza cerebral (Montaner, 2007).

La isquemia presenta varios cambios en la homeostasis celular, presentandose un
incremento de la vasodilatacién, la acidosis lactica y una supresion de la
autorregulacion y de la actividad metabolica asi como una disminucién de la
viscosidad sanguinea y los mecanismos vasodilatadores neurogénicos. Cada uno
de estos pasos estd acompafiado en una disminucion del ATP y de una
despolarizacién celular que conllevan finalmente a liberar sustancias que
favorecen los mecanismos de muerte como la necrosis y la apoptosis (Arango
Davila, Escobar Betancourt, Cardona Gomez , & Pimienta Jimenez , 2004).
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La zona central se caracteriza por presentar una muerte por via necrotica en el
cual hay una pérdida en la homeostasis que libera material toxico al medio
extracelular liberando sustancias inflamatorias y la imposibilidad de recuperar la
funcionalidad celular. En cambio, la zona de penumbra presenta una muerte
organizada conocida como apoptosis necesitando un gasto extra de energia como
el ATP (Montaner, 2007).

Se ha visto que la glucosamina genera modificaciones postraduccionales con
enlaces tipo O-ligada N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) en proteinas nucleares y
citoplasmaticas ( Lazarus, Love, & Hanover, 2009). El efecto citoprotector de la
glucosamina radica en regular la transcripcidon, sefializacion, degradacién
proteosdmica, transporte de organelos, inmunomodulatorios, antioxidativos,
disminucién de la expresion de proteinas proapoptoticas de la familia Bcl-2, Bax y
Bad y la liberacion de citocromo C, la tolerancia a peroxidos, disminucion de los
efectos del aumento de la concentracion de calcio en el citoplasma, etc
(Champattanachai, Marchase, & Chatham, 2008).

La corteza cerebral es la region cerebral con mayor complejidad en las conexiones
neuronales, encargada de regular funciones excitatorias, inhibitorias, modulares,
sensoriales, de asociacion y motoras (Valverde, 2002). Se espera con este estudio
que el efecto citoprotector que tiene la glucosamina se manifieste en la
superviviencia de las células neurales de la corteza cerebral de ratas con isquemia
y se puedan identificar las regiones de las laminas de la corteza cerebral que son
mas propensas al dafio isquémico a partir de una tincién fluorescente con un
marcador de NeuN, el cual ofrece la capacidad de analizar la funcionalidad de las
células a partir de la antigenicidad de la proteina NeuN que se encuentra en el
nacleo, citoplasma y el inicio de los axones en las células maduras (Dredge,
2011).
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. Planteamiento de la pregunta o problema de investigacion y su
justificacion en términos de necesidades y pertinencia

En los dUltimos afios universidades del territorio colombiano han estado
incursionando en la investigacion de tejidos cerebrales con lesiones vasculares,
siendo una de las primeras causas de muerte e incapacidades en la poblacién
mundial, generando altos costos sociales y econdmicos por parte de las entidades
promotoras de salud. Estudios mas recientes han encontrado que la reduccion en
la perfusion sanguinea cerebral por una isquemia afecta directamente las
conexiones neuronales en la corteza, causando problemas cognitivos, motores,
entre otros como irreversibles o severos. A partir de esto se ha visto la necesidad
de encontrar mecanismos que eviten la formacion de dafos tisulares ya sea
aumentando la resistencia al dafio isquémico, la interferencia de los procesos
propios de la isquemia o potenciando la capacidad de recuperar el tejido
lesionado. La razon para realizar estos estudios de citoproteccién neuronal con la
glucosamina se debe a que se ha encontrado que esta sustancia estimula un
proceso de modificacion de proteinas analogo a la fosforilacién, no sélo participa
en las cascadas de transduccién (transcripcion y sefializacién) en enfermedades
cronicas como el cancer, neurodegenerativas, diabetes y coronarias sino que
ademas la O-GIcNAc es indispensable para la supervivencia celular. A partir de
esta tesis se puede realizar el siguiente cuestionamiento: ¢es posible que la
administracion de glucosamina en pacientes que padezcan una isquemia cerebral,
puedan mejorar su calidad de vida?

Mediante herramientas estadisticas, se buscard evaluar el efecto de la
glucosamina en un modelo animal de isquemia cerebral en ratas, empleando la
técnica inmunohistoquimica con el marcador Neuronal nuclear antigen (NeuN) que
en el caso de la corteza cerebral marca selectivamente el soma de células
piramidales e interneuronas. Estos ensayos van a permitir evaluar los cambios en
la morfologia neuronal posterior a un evento isquémico debido a cambios
necroticos y/o apoptoticos y definir si hay un mejoramiento o no con la
administracion de la glucosamina. A partir de esto, en un futuro se pondran
desarrollar farmacos que permitan recobrar parcial o totalmente la funcionalidad
cerebral, fomentando un crecimiento investigativo y competitivo de la region a la
par con otros paises del mundo lideres en el conocimiento de estos temas.
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2.2. Marco teérico y estado del arte:

Descripcion de fisiopatologia de la isquemia cerebral:

Se define una isquemia cerebral como una limitacion de la cantidad de oxigeno
que llega al cerebro por una obstruccion del paso de sangre de las principales
arterias que lo irrigan, causando un dafio que generalmente no ocurre de manera
homogénea y puede ser leve o severo dependiendo del tiempo de exposicién y la
gravedad de la lesion. Se pueden observar dos regiones caracteristicas: una
region central de alta densidad isquémica que a futuro evolucionard en un infarto
y una region periférica de menor intensidad, también conocida como penumbra
isquémica, en donde las células se encuentran intactas pero funcionalmente
inactivas; esta ultima region va a presentar dos tipos de desenlace: la primera
radica gracias a la plasticidad celular mejorar su estado funcional recuperando
parte de su funcionamiento y segundo, en la que es imposible recuperar la
plasticidad y por lo tanto se va a dar un proceso irreversible en donde hay muerte
celular en la corteza. La progresion de la zona de penumbra dependera entonces
del grado de circulacion arterial, duracion de la isquemia y el estado funcional y
metabdlico previo de la célula. (Montaner, 2007).

El mecanismo de la isquemia se puede dividir en varios pasos. La primera se da
en cambios fisiologicos con el fin de mantener la homeostasis durante la lesion
con el incremento de la vasodilatacion, de la acidosis lactica y una supresion de la
autorregulacion y de la actividad metabdlica. Segundo, con el cese de la
obstruccion, va a generar un aumento del flujo sanguineo con mas metabolitos
vasoactivos, disminuyendo la viscosidad sanguinea y los mecanismos
vasodilatadores neurogénicos (Arango Davila, Escobar Betancourt, Cardona
Gomez , & Pimienta Jimenez , 2004). Posteriormente, sigue un periodo de
prolongado de hipoperfusiébn post-isquemica por la obstruccion en la
microcirculacién y vasopardlisis. Cada uno de estos pasos viene acompafado de
una disminucion del ATP y de una despololarizacion celular como consecuencia
de un incremento de los niveles de calcio, sodio y clorointracelular, liberando de
esta manera sustancias que favorecen los mecanismos de muerte (Arango Davila,
Escobar Betancourt, Cardona Gomez , & Pimienta Jimenez , 2004)

Se ha visto que en la zona central de la isquemia se presenta una muerte celular
necrética caracterizada por un mecanismo bioquimico desordenado en el que es
imposible mantener un equilibrio homeostéatico, ocasionando finalmente la
liberacion de todo el material citoplasmatico y de sustancias inflamatorias en la
region. En cambio en la zona de penumbra, en donde las células se encuentran
morfoldégicamente intactas, la cascada de transduccion de sefales favorecen una
muerte celular programada conocida como apoptosis, este proceso a diferencia de
la necrosis es ordenado y dependiente de ATP en donde se maximiza la
activacion de proteinas de las vias apoptoticas (intrinseca y extrinseca) bajo la
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produccion constante de caspasas, proteinas Bcl-2 y Anoikis (Becerra & Pimienta,
2009); todo esto con el fin de formar cuerpos apoptéticos que no activen factores
inflamatorios y puedan ser degradados por fagocitosis sin dafar las células
aledafias. Cabe anotar que durante la isquemia hay una disminucién en la
formacion de ATP, por lo que dependiendo de la gravedad de la lesion, la cantidad
de energia puede no ser suficiente para completar el gasto energético apoptotico
y terminar con una muerte necrotica
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Figura 1Efecto de la disminuciéon de ATP posterior a la fase hiperaguda de una
isquemia cerebral y el efecto de una alta concentracion de calcio (Montaner, 2007)

Con la isquemia se van dando numerosas cascadas de transduccién de sefales
que repercuten en la presencia de fenémenos excitotéxicos como glutamato-Ca*",
estrés oxidativo por radicales libres de NO sintasa y de fosfolipasa A2,
inflamatorios por la liberacién de leucocitos, sefalizacién nuclear por mecanismos
de transcripcion y muerte neuronal mencionada anteriormente (Montaner, 2007).
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Figura 2. Mecanismos de formacion de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno y activacion de leucocitos durante una lesion isquémica (Montaner, 2007)

Durante la isquemia cabe destacar los mecanismos que regulan las respuestas y
la supervivencia celular como lo son la activacion de factores de transcripcion
como MAPKs, protein kinasa A (PKA), protein kinasa B (PKB) vy protein kinasa C
(PKC) que fosforilan enzimas intracelulares, otros factores de transcripcion,
proteinas citosolicas y cascadas apoptoticas e inflamatorias. Como balance celular
también deben activarse otras rutas antiapoptoéticas y vias de sefializacion como
PI3K/Akt y RAS-MAP que contribuyen a la proliferacion y al crecimiento celular.
Ademas de estos factores de transcripcion también se encuentran las chaperonas
moleculares conocidas como proteinas de shock térmico encargadas de regular la
agregacion, el ensamble, el transporte y el plegamiento de proteinas durante el
crecimiento, el mantenimiento celular, la diferenciacion, la sefalizacion, la
migracion y la supervivencia neuronal. (Arango Davila, Escobar Betancourt,
Cardona Gomez , & Pimienta Jimenez , 2004)
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Figura 3. Vias de sefalizacion proapoptoticas y antiapoptoticas activadas por una
isquemia cerebral (Montaner, 2007)
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Descripciéon de la morfologia y el funcionamiento de la corteza cerebral

Después de conocer el mecanismo de la isquemia cerebral se puede comprender
la razon mediante el cual se afecta morfolégicamente la red neuronal que se
encuentra en la sustancia gris de la corteza cerebral. Para fines de esta
investigacion, es necesario entender el funcionamiento y la morfologia de la
corteza con el fin de identificar las regiones mas susceptibles a un infarto. La
corteza cerebral es una lamina gris que tiene alrededor de 5 mm de grosor y cubre
los hemisferios cerebrales. Es capaz de regular funciones excitatorias, inhibitorias,
modulares, sensoriales, de asociacibn y motoras. Esta estructura ha venido
evolucionando con el pasar del tiempo y es lo que caracteriza al hombre en su
capacidad de raciocinio y su relacion con el entorno en comparacion a otros
animales.
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Figura 4. Areas funcionales de la corteza cerebral (Antranik, 2011)

Esta corteza estd conformada por dos regiones fundamentales: El isocortex o
neocortex, como su palabra lo indicada es una region nueva a la que se le ha ido
adicionando capas durante la evolucion hasta llegar a seis laminas caracteristicas
gue se pueden apreciar en la mayoria de animales. El alocortex representado por
el archicortex y el paleocortex y es la regién mas primitiva (Valverde, 2002)

El neocortex va a presentar fibras aferentes talamocorticales especificas e
inespecificas; Las fibras aferentes especificas traen sefiales sensoriales filtradas
por estaciones de relevo en el nucleo taldmico en la que sus fibras pueden hacer
sinapsis con las células estrelladas de la capa IV de las areas sensoriales, en la
capa lll de areas asociativas y algunas hasta llegar a la capa Vl.Las fibras
aferentes inespecificas provienen del nucleo intralaminar, estas generan
proyecciones difusas en todas las laminas, pero principalmente se manifiesta en la
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capa | y lll. También se encuentra aferentes propias de la corteza como lo son
fibras de asociacién y comisurales, las primeras conectan un mismos hemisferio y
las segundas conectan hemisferios diferentes a través del cuerpo calloso, suelen
conectarse con eferentes talamicos y subcorticales principalmente de la capa Il y
lll. (Escobar & Pimienta , 2008)

La capa |, también conocida como plexiforme externa es caracterizada por una
densidad baja de sinapsis por lo que se pueden encontrar las terminaciones de las
dendritas y axones de células piramidales y células horizontales de Cajal. En la
capa Il o granular externa se ve muy diferenciada durante el desarrollo
embrionario y esta conformada por células piramidales pequefias que presenta
eferentes cortico-corticales con el mismo hemisferio o con hemisferios opuestos.
La capa Il también presenta eferentes cortico-corticales conformada por células
piramidales medianas, esta capa es muy diferenciada en el raton debido a que su
gran tamafo esta relacionado con los procesos motores. La capa IV o granular
interna contiene células piramidales y células estrelladas que presentan fibras
aferentes taldmicas debido a que esta ldmina recibe las sefales sensitivas con el
entorno. La capa V esta constituida por células piramidales medianas que se
conectan con fibras eferentes cortico-subcorticales del tallo, nicleo y médula.
Finalmente, la capa VI se encuentran células de forma irregular, fusiformes o
polimorfas que se conectan con fibras eferentes cortico-talamicas y subcorticales,
las células piramidales van a presentar los axones mas largo de la corteza debido
a los lugares tan distantes a los que hace sinapsis.

Figura 5. Esquema de las capas de la corteza cerebral (Papez)

La corteza cerebral va a presentar dos tipos de células fundamentales, las células
piramidales y las células intrinsecas:
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Las células piramidales son las células fundamentales de la corteza debido a que
estas ejecutan todos los procesos de memoria, aprendizaje y actividad sinptica
de la corteza ademas de ser las Unicas en extender sus axones hasta regiones
muy alejadas como al cuerpo calloso, el tAlamo y la medula espinal. Estas células
son glutamatérgicas, es decir, de tipo excitatorio. Son mas abundantes en las
capas llI-lll 'y V-VI de la corteza. Estan caracterizadas por poseer espinas
dendriticas plasticas y moviles que aumentan el area superficial de contacto con
otras ceélulas favoreciendo las interacciones excitatorias. Presenta dendritas
basales que alcanzan distancias variables y dendritas apicales que en la mayoria
de los casos llegan hasta la capa |I. La mayoria de las espinas dendriticas tienen
sinapsis con eferentes talamo-corticales de las capas lll, IV y V; eferentes
subcorticales de la capa VI y eferentes cortico-subcortical en la capa V. (Valverde,
2002). Las espinas dendritas son las mas afectadas durante un ictus isquémicos
por lo que tienden a desaparecer y reaparecen al cese de este.

Las células intrinsecas son también conocidas como Golgi tipo Il por que no salen
de la corteza. No presentan espinas dendriticas a excepcién de las células
estrelladas con espinas y presentan un axon y un soma pequefio. Dentro de esta
clasificacion se van a encontrar diferentes tipos principalmente GABAérgicas, es
decir inhibitorias con dos excepciones (células bipolares y células estrelladas con
espinas):

Células con axones ramificados en la proximidad del cuerpo celular
Células de axon ascendente

Células con arcadas axonales recurrentes

Células con axén formando cestos pericélulares

Células multipolares

Células en candelabro

Células en ovillo

Células bipenachadas

Células bipolares

Células estrelladas con espinas

La corteza motora se encuentra en la parte posterior del I6bulo frontal y se
clasifica en corteza motora primaria, corteza premotora y suplementaria. Recibe
ordenes de la corteza somatosensorial primaria y de las areas de integracion
sensitiva de la corteza parietal. Dentro de las laminas de la corteza cerebral en la
capa 5, los axones de las células piramidales de la corteza motora primaria se
conectan con las motoneuronas las cuales se encargan de la destreza y ejecucion
del movimiento. La corteza suplementaria y premotora son las encargadas de la
planificacion del movimiento, especialmente de movimientos complejos como la
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elaboracion de planes de movimiento. La corteza premotora recibe aferencias de
la corteza visual. (Gal Iglesias, Lopez, Marin, & Prieto, 2007). La corteza
somatosensitiva es la encarga de percibir los cambios en el entorno; a diferencia
de los seres humanos, la rata presenta una corteza sensitiva mas desarrollada y
con mayor cantidad de receptores sensitivos que le permiten distinguir peligros,
comida, refugio etc. ( Silverthorn, 2008). Durante un ictus isquémico no es posible
determinar qué corteza del cerebro se puede afectar mas, ya que este fenomeno
no se da de manera homogénea y depende del grado de la isquemia, obstruccion
arterial y el tiempo de la lesion.

Descripcion de la O-glicosilacion

Después de evaluar la estructura y el funcionamiento de la corteza cerebral, es
necesario describir el papel que tiene la glucosamina a nivel bioquimico en el
organismo. Esta sustancia funciona a partir de modificaciones postraduccionales
con enlaces tipo O-ligada N-acetilglucosamina (O-GIcNAc), los cuales consisten
en un proceso dindmico y reversible en la cual un monosacarido (N-acetil-D-
glucosamina, O-GIcNAc) se une a residuos de serina y treonina de proteinas
nucleares y citoplasmaticas. En los estudios iniciales de la O-glcNAc de proteinas
se localizd que sus sustratos principales se localizaban en la envoltura nuclear y
en las proteinas de los poros nucleares, aungque con la el avance en la proteémica
se han evidenciado mas de quinientas proteinas citoplasméaticas y nucleares. La
complejidad en el entendimiento del mecanismo de la modificacion de O-GIcNAc
radica en que cada uno de estos sustratos participa en una variedad de procesos
celulares como lo son la transcripcién, traduccion, respuesta al estrés,
metabolismo, sintesis de proteinas y estructura celular. Interrupciones en el ciclo
de la O-GIcNAc puede generar enfermedades como la diabetes,
neurodegenerativas, cardiovasculares y respuestas al envejecimiento ( Lazarus,
Love, & Hanover, 2009).

Mecanismos citoprotectores de la glucosamina

El efecto citoprotector de la glucosamina en la que se basa este estudio, radica en
evidencia cientifica que esta relacionada con la patogénesis en enfermedades
cardiovasculares, obesidad y diabetes. Se ha encontrado que la falla cardiaca
causadas por la diabetes presenta anormalidades en el metabolismo intermedio,
fibrosis cardiaca, funcion endotelial y células del musculo liso aunque los
mecanismos como tal no son muy bien conocidos, a pesar de esto se ha
encontrado que un aumento de los niveles de O-ligada N-acetilglucosamina (O-
GIcNAc) en las proteinas hacen parte del mecanismo patogénico de la
enfermedad. (McLarty, 2013). La O-GIcNAc cycling (OGT) controla la cantidad de
nutrientes que entra a la células y por ende afectar la sintesis de glucdégeno a
través de la ruta de biosintesis de la hexosamina. Se ha observado que este
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precursor necesita la uridina -diphospho-Nacetylglcosamine (UDP-GIcNAc) como
paso final en su etapa terminal. La cantidad de UDP-GICNAc va a depender de la
cantidad de nutrientes que contenga la célula asi como de la cantidad de OGT.
Se ha investigado de gran manera en la patogénesis de la diabetes y se ha
encontrado una resistencia a la insulina posiblemente porque la UDP-GICNAc es
una sustancia que participa en la regulacion de la via de sefializacion de la
insulina ademas de ser parte del vinculo entre exceso de nutrientes—insulina.
Finalmente se ha visto que aumentando los niveles de O-GIcNAc con un inhibidor
de OGA, o elevando los niveles de O-GIcNAc con glucosamina induce resistencia
a la insulina en adipositos L1. El ciclo de O-GIcNAc tiene un papel multifacético en
el control de las respuestas celulares a la glucosa. Su influencia se siente en la
activacion inicial del receptor, a través de las quinasas intermedias y a la
activacion de factores de transcripcion sensibles a la insulina. En este caso se
puede presentar un paradigma, en las vias de sefializacion de la insulina periférica
hay una asociacion con una resistencia a la insulina y la diabetes tipos 2, mientras
gue niveles bajo pueden estar relacionados con problemas neurodegenerativos. El
efecto a nivel neuronal no se conoce a profundidad, solo que la cantidad de OGT
es sumamente alta por lo que los sustratos en el cerebro son considerables.
Dentro de los procesos bioquimicos que pueden darse a nivel cerebral se tienen (
Lazarus, Love, & Hanover, 2009):

e Regulacion de la transcripcion
e Sefializacion

e Degradacion proteosémica

e Transporte de organelos

Uno de los mecanismos citoprotectores de la glucosamina, radica en que la
sobrexpresion de OGT que cataliza la formacion de O-GIcNAc reduce la lesion
celular posiblemente al alterar las proteinas de la familia de Bcl-2, aumentado la
toleracion a la H,O, y atenuando la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria
durante un proceso apoptotico. La familia BCI-2, son proteinas transmembranales
que participan en la regulacién de las cascadas de muerte celular intrinseca. Se
pueden encontrar dos subdivisiones: un grupo antiapoptético conformado por Bcl-
2, CED-9, Bcl-xL y otro proapoptoético como Bax y Bad. Estas proteinas regulan la
apoptosis a partir de la preservaciéon o el rompimiento de la membrana de la
mitocondria dando paso o no a la liberacion del citocromo c al citosol. Estudios en
células de mamiferos se ha encontrado que durante un estimulo de estrés
isquémico en cardiomiocitos, la expresion de enlaces de tipo O-GIcNAc permite
una disminucion en la sensibilidad al estrés a partir de mecanismos de
modificacion proteica en el nacleo y el citoplasma ademas de una disminucion de
los efectos que genera un aumento de calcio, caracteristico de la isquemia.
(Champattanachai, Marchase, & Chatham, 2008)
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La glucosamina ademas de presentar efectos terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades isquémicas, también se ha visto un efecto terapéutico para
procesos inmunomodulatorios, antioxidativos, antitumorales, anti-apoptoticos y
antimicrobianos. Enfermedades como la artritis es caracterizada por dolor intenso
en las articulaciones propias de la inflamacién, los estudios experimentales han
evidenciado que la glucosamina funciona como tratamiento al inducir la autofagia y
la inhibicion de la actividad de ciclooxigenasa-2 (COX-2), 6xido nitrico sintasa,
metaloproteasas y del factor nuclear kappa B. En enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer puede aumentar los procesos
cognitivos en las ratas ademas de disminuir los niveles de citokinas, los cuales
son aumentados por la microglia, monocitos, macrofagos. Funcionan muy bien
como antioxidantes debido a su gran efecto quelante al atrapar radicales libres, de
citoproteccion en las macromoléculas (lipidos, proteinas, ADN) al evitar el dafio
oxidativo de los radicales hidroxilos (OH’) (Khadijeh , Hamid, & Ghazaleh ,
September 2013).

El precondicionamiento isquémico se ha conocido desde hace dos décadas como
un fendmeno de proteccion enddgena generado al inducir una serie de isquemias
cortas intercaladas con periodos de reperfusion, los cuales estimulan de manera
no letal el miocardio con el fin de minimizar la muerte por necrosis en el tejido.
Este mecanismo desencadena un aumento de ATP, disminucién de AMP ciclico y
de la entrada de calcio al miocito, generando de esta manera que el tejido
cardiaco tenga mayor tolerancia a la isquemia con el fin de disminuir el tamafio de
esta. (BELZITIMTSAC, 2007). Se ha evidenciado también que dentro de este
precondicionamiento se incrementan la actividad O-GLcNAc con el aumento de
glucosamina, sobreexpresion de O-GLcNAc transferasa la cual es la encargada de
glicosilar los residuos de serina y treonina en las proteinas. (Vibjerg, Johnsen,
Kristiansen, & Zachara, 2013).

Para poder caracterizar las regiones en la corteza cerebral en los tejidos de los
cortes cerebrales, es necesario utilizar una técnica de fluorescencia con
anticuerpos que margue las proteinas NeuN de manera selectiva. Este marcado
detecta exclusivamente las neuronas post-mitéticas y detecta solo las células
maduras. Al microscopio se van a poder evidenciar el soma, nucleo y la base del
axon en las células neuronales funcionales de la corteza cerebral (piramidales y
extrinsecos) ademas de evidenciar que zonas del modelo experimental posterior a
la isquemia presenta cambios segun la intensidad de la lesion, prediciendo el tipo
de muerte neuronal en cada sector. (Dredge, 2011)
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general:
Identificar si la glucosamina funciona como citoprotector en la corteza cerebral de
ratas sometidas a isquemia cerebral focal, en el transcurso del afio 2015.

2.3.2. Objetivos especificos:
e Marcar las células neuronales de la corteza cerebral con NeuN

e Identificar qué region de corteza cerebral es mas susceptible a un ictus
isquémico.

e Reconocer el efecto de la glucosamina en los tejidos cerebrales como un factor
en el mejoramiento de la morfologia celular.
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2.4. Metodologia utilizada

A continuacién se describird el procedimiento experimental que se llevé a cabo
durante el desarrollo del presente proyecto, abarcando la realizacidén de los cortes
cerebrales de ratas, tincion de fluorescencia, el conteo de células vy finalmente el
analisis estadistico de los resultados obtenidos.

Para realizar el estudio experimental del efecto de la glucosamina como sustancia
citoprotectora en un modelo de isquemia/reperfusion local y excitotoxicidad no
isquémica en la corteza cerebral, fue necesario seleccionar debidamente los
animales de estudio, para esto los sujetos experimentales deben fueron ratas
Wistar adultas machos con un peso entre 240 a 320 gramos y con 120 a 180 dias
de edad, con el fin de evitar hormonas que puedan afectar el estudio. Durante los
procedimientos se realizard& una evaluacidbn continua de la funcién
cardiorespiratoria y de la temperatura rectal manteniéndose esta ultima a 37 °C
con una lampara de calor.

El procedimiento de isquemia focal se realizé bajo una obstruccion en la arteria
carétida media en el lado derecho del cuello con un nylon monofilamento 4-0 de
3.5 cm durante 90 minutos y el tratamiento con glucosamina en los grupos
designados se aplic6 media hora después de producir la isquemia por via
intraperitoneal con una dosis Unica de 200mg/Kg segun protocolos anteriores
(Hwang, y otros, 2010). Los tejidos cerebrales utilizados pertenecen a cortes de la
corteza cerebral fronto-parietal derecha. Los cerebros de las ratas fueron
perfundidos con formaldehido al 4% en tampdn fosfato y almacenados en solucion
de PBS.

Disefio experimental

Para definir el papel de la glicosilacion de proteinas tipo O-GIcNAc en los
mecanismos de supervivencia o muerte celular en lesiones experimentales de la
lamina supra-granular e infragranular de la corteza motora y sensitiva en la
isquemia cerebral focal, reperfusiéon y excitotoxicidad no isquémica se plantea la
asignacion de grupos experimentales, grupos control y grupos para evaluacion
conductual como sigue:

(B) Grupo sin tratamiento de glucosamina con isquemia, sobrevida a 6 horas, n=3.

(D) Grupo con tratamiento de glucosamina con isquemia, sobrevida a 6 horas,
n=3.

(F) Grupo sin tratamiento de glucosamina sin isquemia, sobrevida a 6 horas, n=3.

(E) Grupo con tratamiento de glucosamina sin isquemia, sobrevida a 6 horas, n=3.
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Tabla 1. Clasificacion de los grupos experimentales en corteza cerebral motora y
sensitiva

Isquemia - +
Glucosamina - + - +
Grupo F E B D

Procedimiento para el seccionamiento del tejido y uso del vibratomo

Con el fin de obtener secciones homogéneas, se usoé el vibratomo leica 1000 B el
cual permite obtener cortes de 50 micras en las muestras de cerebro de rata
Wistar de los grupos experimentales ya seleccionados que han sido almacenadas
previamente en solucion anticongelante.

Segun la guia de uso del vibratomo en muestra de cerebro de rata, elaborada en
el laboratorio de histologia de la Universidad Icesi. Se procede a ubicar los cortes
anterior, medio y posterior del cerebro en un placa metalica que sera llevada y
asegurada a un pozo con una solucién de PBS (tejidos en suspension), la cual va
a proceder a ser cortada a lo largo por su mitad con una cuchilla minora ubicada
en un porta cuchilla. Todos los cortes proceden a almacenarse en una soluciéon
anticongelante al 30% de sacarosa y 30% etilenglicol en PBS para los posteriores
analisis de tincion.

Protocolo del lavado de muestra

Los tejidos se lavaron 3 veces por diez minutos cada vez, en Buffer Fosfato Salino
(PBS). Posteriormente se lavaron en PBS-Twin una vez durante 30 minutos con el
fin de permeabilizar la membrana. Seguido nuevamente con PBS 3 veces por 5
minutos cada vez. La adhesidén a antigenos inespecificos sera bloqueada con
albumina en PBS, el cual se aplicara por 60 minutos. Después los tejidos se
incuban con los anticuerpos primarios durante toda la noche a una temperatura de
4°C, los cuales estaran diluidos en PBS con Triton al 0,5%.

Posteriormente, el tejido se lavaron con PBS, 3 veces por 5 minutos cada una. Las
placas con el tejido se expusieron por 40 minutos con anticuerpo secundario. El
tejido se ladéo nuevamente 3 veces con PBS por 5 minutos.
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Se montan en los cubreobjetos con la ayuda de un pincel. Se aplica una gota de
glicerina para fijar el cubreobjetos previamente rotulado con el fin de eliminar
burbujas de aire en el interior. Se debe tener mucho cuidado en el momento de
poner el cubre objetos con el fin de que el tejido no se dafie y permanezca fijo.

Se aplica esmalte transparente alrededor del cubreobjetos para mantenerlo fijo y
sea manipulado sin riesgo a dafar el tejido.

Tabla 2. Anticuerpos primarios:

Anticuerpo Generado en | Concentracion(pL) Dilucion
primario

AntiNeuN A60 Conejo 5 1:1000
Anti GFAPGAS Raton 5 1:1000

Tabla 3. Anticuerpos secundarios

Anticuerpo | Reacciona | Concentracion | Dilucién | Absorbancia | Emision | Color
secundario | con (uL) (nm) (nm)
Alexafluor | Antirabbit | 5 1:1000 | 499 519 Verde
488

Alexafluor | Anti 5 1:1000 | 553 568 rojo
555 mouse

Las imagenes de Fluorescencia fueron tomadas en un microscopio de fibra éptica
bajo una longitud de onda de 519 nm para NeuN y 568 nm para GfAP, evaluando
distribucién y el nimero de neuronas con los objetivos 10X y 40X.

Tratamiento fotografico

Las evidencias fotograficas de las diferentes cortezas cerebrales fueron
modificadas con la entrada de luz y el tiempo de exposicion del microscopio con el
fin de mejorar la resolucion de estas. Posteriormente, las imagenes fueron
tratadas mediante power point modificando el brillo y el contraste y desarrollando
superposiciones.

Por ultimo, para analizar los resultados obtenidos, se basé en anova y postanova
los cuales permiten comparar entre todas las variables aquellas que presenten o
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no variaciones significativas en el nimero de células tefildas con el marcador cual
permite comparar la dispersion de los datos encontrados en los grupos
experimentales de ratas. Para realizar este procedimiento se tiene en cuenta el
conteo realizado desde power point para determinar el nidmero de neuronas
funcionales en la lamina supragranular e infragranular de la corteza motora y
sensitiva. A pesar de haber manejado ImageJ para realizar los conteos, se prefirio
hacer un conteo manual debido a complejidad del software generaba falsos
positivos.

Disefio experimental

Con los resultados obtenidos de la tincién inmunohistoquimica de fluorescencia de
ratas Wistar con el marcador NeuN, se procedié a realizar una prueba ANOVA vy una
POST-ANOVA con Tukey con el fin de comparar las interacciones entre los diferentes
grupos experimentales

Para poder realizar el ANOVA se deben cumplir dos supuestos:

1. Los datos presentan una distribucion normal
2. Los datos presentan varianzas iguales

Se van a manejar tres tipos de hipétesis entre las interacciones entre las
diferentes condiciones de los grupos experimentales para la region supragranular
e infragranular de la corteza motora y sensitiva:

1.
Hipotesis nula (Hy): el promedio en el nUmero de neuronas no varia entre los
grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina)

Hipodtesis alterna (H,): el promedio en el nUmero de neuronas si varia entre el
grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina)

2.
Hipo6tesis nula (H,): el promedio en el niumero de neuronas no varia entre los

grupos B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) y D (tejido isquémico
con tratamiento de glucosamina)
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Hipotesis alterna (H,): el promedio en el nUmero de neuronas si varia entre los
grupos B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) y D (tejido isquémico
con tratamiento de glucosamina)

3.

Hipotesis nula (Hy): el promedio en el numero de neuronas no varia entre los
controles F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina)

Hipotesis alterna (H,): el promedio en el nUmero de neuronas si varia entre los
controles F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina)

Las hipétesis nulas se plantean de acuerdo a los posibles efectos mas
representativos entre los grupos experimentales. No solo se espera ver si
estadisticamente hay efecto en el tratamiento de la glucosamina, sino también
poder observar si hay una disminuciéon del niumero de neuronas después de un
ictus isquémico lo cual por la literatura deberia pasar. Cuando la hipétesis nula se
rechaza, se acepta la hipétesis alterna y se corrobora que hay diferencia
estadistica entre los grupos experimentales. Para la ejecucion de esta prueba se
decide emplear un indice de confianza del 95%.

Estas hipétesis se pueden reescribir de la siguiente forma:
Hy:P > 0,05
H,:P < 0,05

En donde P es la proporcion de la poblacién que cumple un criterio planteado.
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2.5. Matriz de marco logico

Tabla 4. Matriz de marco logico.

OBJETIVO GENERAL

Identificar si la glucosamina funciona como citoprotector en la corteza cerebral de
ratas sometidas a isquemia cerebral focal, en el transcurso del afio 2015.

Objetivo
especifico

Actividades

Indicador

supuestos

Marcar las células
neuronales de la
corteza cerebral
con NeuN

Evaluacion por parte
del comité de ética
animal la autorizacion
del procedimiento
experimental con ratas
Acondicionamiento de
lugar de vivienda de

las ratas (comida,
agua, temperatura,
luz)

Seleccion de las ratas
de acuerdo al peso y
la edad establecida
Adecuacion de la sala
de cirugia para el
procedimiento
quirargico de isquemia
(personal, utensilios,
anestesia)
Adecuacion del sitio de
vivienda para la
recuperacion de las
ratas (comida, agua,
temperatura, luz)
Equipos de
monitorizacion para
después de la cirugia
Tratamiento con
glucosamina para los
grupos designados
Mantenimiento de la

Soma de las
células
neuronales
marcadas con
NEUN

Se dispone la
cantidad
suficiente de
ratas a las
condiciones
deseadas

Disponibilidad
de las
instalaciones

Disponibilidad
de instrumentos
y reactivos

Disponibilidad
del personal
calificado

Disponibilidad
de la sala de
cirugia
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reperfusion para los
grupos designados

Adecuacion de la sala

de cirugia para la
decapitacion causando
el menor sufrimiento
(personal, utensilios,
anestesia)

Realizar el

procedimiento
inmunohistoquimico
con el marcador
somatico (NeuN)

Identificar que | v Decapitacion de la rata | Diferenciar la | difererencias
region de la|v Seleccion de las | regiéon de | entre las zonas
corteza cerebral regiones para el corte | procedencia de los tejidos de
es mas propensa | v Realizacion del corte del corte al | corteza cerebral
a cambios en su | v Poner los tejidos en | visualizando
fisiologia posterior portaobjetos y llevar al | con el | Tejidos
a un ictus microscopio microscopio obtenidos a las
isquémico v’ Observar al 6 horas de

microscopio los | Diferenciar las | isquemia

diferentes tejidos | células

correspondiente a | neuronales

cada grupo de ratas | marcadas con

que son parte del|NeuN de cada

estudio tejido
Reconocer el Diferenciar las | Es posible
efecto de la|v Realizar células evidenciar
glucosamina en quirGrgicamente la | neuronales variaciones de
los tejidos isquemia marcadas con | las zonas por
cerebrales como | , Dejar un nylon para NI?UN de cada | efecto (_Jle la
un factor en el : tejido glucosamina
mejoramiento  de reperfusion en los
la morfologia grupos Tejidos
celular correspondientes obtenidos a las

v Realizar tratamiento 6 horas de

con glucosamina en ISquemia

los grupos de ratas

designados

v' Realizar  reperfusion

en los grupos de ratas
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designados

Realizar la
decapitacion y
congelamiento del
cerebro
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2.6. Resultados

Efecto de la isguemia generada por la cirugia experimental MCAO en el
numero de neuronas de la corteza cerebral

El efecto en la disminucion del nidmero de neuronas entre el grupo control sin
tratamiento de glucosamina (grupo F) y el grupo con isquemia sin tratamiento de
glucosamina (grupo B) al obstruir la arteria cerebral media de ratas adultas fue
evidenciado con la prueba estadistica post-anova de Tukey para la corteza
sensitiva y motora.

GRUPO CONTROL SIN | GRUPO CON ISQUEMIA SIN
ISQUEMIA Y SIN TRATAMIENTO | TRATAMIENTO DE
DE GLUCOSAMINA (GRUPO F) | GLUCOSAMINA (GRUPO B)

CORTEZA SENSITIVA

CORTEZA MOTORA

Imagen 1 Imagenes representativas de la sefial de NeuN en la regidn
supragranular para la corteza sensitiva y motora los individuos F (tejido no
isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento
de glucosamina) respectivamente, bajo tincibn Inmunohistoquimica de
fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio
de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Las imagenes
se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia usando el objetivo de 40X.
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CORTEZA SENSITIVA

i sin isquemia/ sin glucosamina

Ll con isquemia/sin glucosamina

70,000
60,000
&
§ 50,000
3
2 40,000
-
° 30,000
)
E 20,000
-4
10,000
0,000
SUPRAGRANULAR INFRAGRANULAR
 sin isquemia/ sin glucosamina 63,556 55,889
d con isque mia/sin glucosamina 27,444 23,111

Figura 6. Numero de neuronas detectados con el anticuerpo NeuN por medio de
inmunohistoquimica de fluorescencia para la corteza cerebral sensitiva de ratas
Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia
experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Comparacion del F (tejido
no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin
tratamiento de glucosamina) (media tEEM, n=9, * p<0.05 por la prueba post-
anova de Tukey).

CORTEZA MOTORA
i sin isquemia/ sin glucosamina i con isquemia/sin glucosamina
70,000
60,000
& 50,000
S
2 40,000
L
-
° 30,000
v
E
E 20,000
10,000
0,000
SUPRAGRANULAR INFRAGRANULAR
M sin isquemia/ sin glucosamina 61,889 62,778
i con isquemia/sin glucosamina 34,889 31,89

Figura 7. Nomero de neuronas detectados con el anticuerpo NeuN por medio de
inmunohistoquimica de fluorescencia para la corteza cerebral motora de ratas
Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia
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experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Comparacion del grupo F
(tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin
tratamiento de glucosamina) (media tEEM, n=9, * p<0.05 por la prueba post-
anova de Tukey, **, p<0.05 por la prueba no paramétrica de kruskar wallis).

Efecto del tratamiento de glucosamina en presencia de isqguemia
experimental en el nUmero de neuronas de la corteza cerebral

El efecto en la disminucion del nUmero de neuronas entre el grupo con isquemia
sin tratamiento de glucosamina (grupo B) y el grupo con isquemia y con
tratamiento de glucosamina (grupo D) al obstruir la arteria cerebral media de ratas
adultas fue evidenciado con la prueba estadistica post-anova de Tukey para la
corteza sensitiva y motora.

GRUPO ISQUEMICO SIN | GRUPO ISQUEMICO CON
TRATAMIENTO DE | TRATAMIENTO DE
GLUCOSAMINA (GRUPO B) GLUCOSAMINA (GRUPO D)

CORTEZA SENSITIVA

CORTEZA MOTORA

Imagen 2. Imagenes representativas de la sefial de NeuN en la region
supragranular de la corteza sensitiva y motora de los individuos B (tejido
isquémico sin tratamiento con glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento
con glucosamina) respectivamente, de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X.
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W con isquemia/sin glucosamina 27,444 23,111
u Con isquemia/con glucosamina 47,000 32,8889

Figura 8. Numero de neuronas detectados con el anticuerpo NeuN por medio de
inmunohistoquimica de fluorescencia por zonas de la corteza cerebral sensitiva de
ratas Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia
experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Comparacion del grupo sin
tratamiento de glucosamina y con aplicacién intraperitoneal de glucosamina media
hora después de inducida la isquemia (media tEEM, n=9, *, p<0.05 por la prueba
post-anova de Tukey).

CORTEZA MOTORA

L con isquemia/sin glucosamina u Con isquemia/con glucosamina

50,000

40,000

30,000

20,000

10,000

Numero de neuronas

0,000

SUPRAGRANULAR

INFRAGRANULAR

W con isquemia/sin glucosamina

34,889

31,89

u Con isquemia/con glucosamina

41,667

23,444

Figura 9. Numero de neuronas detectados con el anticuerpo NeuN por medio de
inmunohistoquimica de fluorescencia por zonas de la corteza cerebral motora de
ratas Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia
experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Comparacion del grupo sin
tratamiento de glucosamina y con aplicacién intraperitoneal de glucosamina media
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hora después de inducida la isquemia (media tEEM, n=9, *, p<0.05 por la prueba
no paramétrica kruskal wallis).

Efecto del tratamiento de glucosamina en el nimero de neuronas de la
corteza cerebral en los grupos control sin isquemia

El efecto en la densidad neuronal en tejidos sanos entre el grupo sin isquemia sin
tratamiento de glucosamina (grupo F) y el grupo sin isquemia y con tratamiento de
glucosamina (grupo E) para la corteza sensitiva y motora.

GRUPO NO ISQUEMICO SIN | GRUPO NO ISQUEMICO CON
TRATAMIENTO DE | TRATAMIENTO DE
GLUCOSAMINA (GRUPO F) GLUCOSAMINA (GRUPO E)

CORTEZA SENSITIVA

CORTEZA MOTORA

Imagen 3. Imagenes representativas de la seflal de NeuN en la region
supragranular de la corteza sensitiva y motora de los individuos F (tejido no
isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no isquémico con
tratamiento de glucosamina) respectivamente, de ratas Wistar a las que se les ha
inducido una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle
cerebral artery occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de
fluorescencia usando el objetivo de 40X.

37



70,000
60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000

Numero de neuronas

CORTEZA SENSITIVA

M control/ sin glucosamina

i control/con glucosamina

SUPRAGRANULAR

INFRAGRANULAR

 control/ sin glucosamina

63,556

55,889

W control/con glucosamina

61,167

40,167

Figura 10. Numero de neuronas detectados con el anticuerpo NeuN por medio de
inmunohistoquimica de fluorescencia para la corteza cerebral sensitiva de ratas
Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia
experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Comparacion de los grupo
sin induccién de isquemia sin tratamiento con glucosamina (grupo F) y a la que se
le ha aplicado por via intraperitoneal glucosamina (grupo E), respectivamente
(media tEEM, n=9, *, p<0.05 por la prueba post-anova de Tukey).

CORTEZA MOTORA

i control/ sin glucosamina i control/con glucosamina

70,000
60,000 —— I
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000

—

Numero de neuronas

SUPRAGRANULAR

INFRAGRANULAR

W control/ sin glucosamina

61,889

62,778

u control/con glucosamina

59,667

38,500

Figura 11. Numero de neuronas detectados con el anticuerpo NeuN por medio de
inmunohistoquimica de fluorescencia para la corteza cerebral motora de ratas
Wistar a las que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia
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experimental MCAO (Middle cerebral artery occlusion). Comparacion de los grupo
sin induccién de isquemia sin tratamiento con glucosamina (grupo F) y a la que se
le ha aplicado por via intraperitoneal glucosamina (grupo E), respectivamente
(media tEEM, n=9, *, p<0.05 por la prueba no paramétrica kruskal wallis).

2.7. Discusion

Durante el estudio de las fotografias tomadas en el microscopio de fluorescencia
se aprecia una variacion significativa en la poblacion de células observadas.
Segun la literatura analizada el antigeno nuclear neuronal (NeuN) es una proteina
especifica de neuronas maduras que marca el citoplasma, el ndcleo asi como la
zona basal de las dendritas. En las tinciones se observa con este tipo de
marcacion la morfologia celular de los diferentes tipos de neuronas que se
encuentran en la corteza cerebral, aunque también es inmunoreactivo para las
células de Purkinje, neuronas del nacleo dentado en el cerebelo y neuronas del
bulbo raquideo ( Lavezzi, Corna, & Matturri, 2013). Esta técnica marcé muchas
células de las diferentes capas de la corteza cerebral, razén por la cual fue muy
dificil identificar individualmente las diferentes laminas de la corteza cerebral. Sin
embargo, si se pudo distinguir la capa granular, que se caracteriza por tener una
alta densidad de células mas pequefias. Se procedié a caracterizar los cortes en
una region supragranular (constituida por las laminas I, Il, Ill y IV) y una regién
infragranular (constituida por las laminas V y VII).

Se adapto6 al microscopio de fluorescencia una cadmara especializada con el fin de
visualizar las iméagenes en el computador. Obteniendo las tablas de resultados
entre la comparacion delos grupos experimentales

Al observar las caracteristicas de la tincidn con el anticuerpo antiNeuN, se observa
que las neuronas presentan en general una mayor intensidad en el nucleo, esto
se debe a que la proteina NeuN se encuentra en mayor cantidad en este sitio,
generando una tincibn mas intensa en contraste con el citoplasma. Una
caracteristica del tejido que ha sufrido isquemia es la disminucién de la cantidad
de células marcadas con NeuN, junto con la disminucion de la intensidad en el
nacleo; ya que cuando una célula es dafiada el NeuN nuclear se fragmenta y/o
disminuye, manteniendo estable sélo el nivel en el citoplasma, por lo que la tincién
no va a revelar mayor intensidad en el nucleo (Robertson, Puskar, Hoffman,
Murphy, Saraswati, & Fiskum, 2006). Durante el conteo realizado en este proyecto
en los grupos de control F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y
E (tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) se observa claramente el
nacleo de la mayoria de las células marcadas con NeuN (imagen 1 panel
izquierda, imagen 3 ) en comparacion al grupo experimental B (tejido isquémico
sin tratamiento de glucosamina). En los grupos experimentales isquémicos se
observod principalmente células en donde no se alcanza a diferenciar el nucleo del
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citoplasma (imagen 1 panel derecho, imagen 2 panel izquierdo), dejando en
evidencia las consecuencias de la lesion.

Segun la region anatomica del cerebro de la rata, los cortes se realizaron en el
plano frontal observando en cortes longitudinales constituidos por ambos
hemisferios. Este corte permite observar ambas cortezas, la corteza motora se
encuentra en la region superior del I6bulo frontal y la corteza sensitiva en la region
lateral. La isquemia se realiz6 con una obstruccion de la arteria cerebral media
que irriga el hemisferio derecho.
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Figura 12. Corte coronal de la region frontal a 3,24mm del bregma (Paxinos &
watson, 2007)

A partir del promedio en el nUmero de neuronas registradas durante el conteo se
observa una disminucién en el numero de células de los sujetos a los cuales se les
indujo la isquemia al obstruir la arteria cerebral media derecha(imagen 1y 2, figura
6 y 7). El sistema de irrigacion cerebral tambien conocido como circulo arterial
cerebral estd conformado por las arterias anterior y media. La arteria cerebral
media entra en el surco lateral para irrigar las estructuras subcorticlaes, 16bulo
frontal, parietal y occipital y las circunvoluciones superior y media. (Pérez P.,
2001)
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Estadisticamente su aplico6 una prueba de ANOVA, cumpliéndose los dos
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza requeridos para realizar
este tipo de prueba paramétrica para la region supragranular e infragranular de la
corteza sensitiva y la region supragranular de la corteza motora. Para la region
infragranular de la corteza motora, al cumplir s6lo uno de los supuestos (figura 27,
ver anexos 3.2) fue necesario aplicar una prueba no paramétrica de Kruskal-
Walllis a partir del programa estadistico MINITAB.

Efecto de la isguemia generada por la cirugia experimental MCAO en el
numero de neuronas de la corteza cerebral

Al graficar los resultados de los promedios con sus respectivas barras de error de
la region supragranular e infragranular de la corteza sensitiva y motora, se observa
una disminucién en el numero de neurona s del grupo B (tejido isquémico sin
tratamiento de glucosamina) a diferencia del grupo control F (tejido no isquémico
sin tratamiento de glucosamina) marcadas con el anticuerpo NeuN (figura 6 y 7).
Al aplicar la prueba de post-anova de tukey y la prueba no paramétrica de kruskal-
wallis se obtiene que la comparacion entre ambos grupos de la corteza sensitiva y
motora son estadisticamente diferentes, por lo que en un tiempo de 6 horas el
dafio celular debido a induccion de la isquemia por la obstruccion de la arteria
cerebral media es tal que se genera una muerte celular considerable. La grafica de
los efectos principales (figura 21 y 25, ver anexos 3.2) evidencia al igual que la
grafica de barras evidencia este comportamiento.

A pesar de que la induccion de la isquemia se genero en la arteria cerebral media
que irriga principalmente la corteza sensitiva, |0s mecanismos isquémicos no se
van a generar especificamente alrededor del foco de la isquemia sino que se va a
expandir a otras regiones del cerebro debido a las conexiones vasculares que
irrigan el cerebro. Accidentes de transito, enfermedades cardiacas, trombosis,
diabetes asi como el consumo de alcohol, el tabaco y el sedentarismo pueden
generar también la obstruccién de las arterias que irrigan el cerebro, que como
consecuencia disminuyen la cantidad de oxigeno y alteran la homeostasis celular
generada por la isquemia cerebral focal.
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Efecto del tratamiento de glucosamina en presencia de isguemia
experimental en el nUmero de neuronas de la corteza cerebral

La prueba de ANOVA aplicada determina que hay diferencias entre los grupos
experimentales con isquemia y con tratamiento de glucosamina. Al realizar la
prueba post anova de tukey con un nivel de confianza del 95% en la corteza
sensitiva, se obtiene que si hay un efecto de la glucosamina en la supervivencia
celular (imagen 2 y figura 8) al estrés isquémico en comparacion a los grupos que
no recibieron tratamiento sélo para la region supragranular y no para la region
infragranular entre los grupos B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)
y D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina). En la literatura se puede
evidenciar que la region supragranular conformada por las laminas I, II, lll y IV
tiene una capacidad de generar conexiones sinapticas que permiten a la corteza
adaptarse a cambios en el ambiente ademas de mejorar la plasticidad en otras
capas ( Huang, Armstrong-James, Rema, Diamond, & Ebner, 1998). Observando
el nimero de neuronas con el tratamiento de glucosamina (figura 8), se da
claramente que el nidmero de neuronas aumenta para la region infragranular,
posiblemente con influencia del aumento de conexiones generadas por la region
supragranular, sin embargo no se da un aumento considerable para que el
tratamiento de glucosamina sea significativo estadisticamente en la region
infragranular para rechazar la hipétesis nula.

Es comdn que se represente la formacion de la isquemia como un proceso
homogéneo (figura 13) caracterizado por la concentracion de la zona isquémica
en una sola region en el cerebro y por una zona de penumbra que bordea toda la
regidbn necrética. A partir de los resultados obtenidos por el Laboratorio de
Fisiologia Celular Animal de la Universidad Icesi, se ha observado que la
generacion de la isquemia en el modelo MCAO no esta caracterizada por darse de
manera homogénea, en cambio se origina como un crecimiento de parches de
zonas necréticas rodeada por su respectiva penumbra, lo que hace mas dificil
diferenciar las partes caracteristicas de la isquemia. Es importante resaltar que el
registro fotografico tomado bajo el objetivo de 40X se realiz6 en las mismas zonas
de la corteza sensitiva y motora tal como se muestra en la figura 12, esto con el fin
de disminuir los errores experimentales en el conteo celular por parte del
investigador y mantener una consistencia en las zonas de muestreo entre los
diferentes cortes. Debido a esto ultimo, junto con el numero y la distribucion de
parches pueden no presentarse en el mismo sitio para todos los tejidos, pudo
haber una repercusion en los resultados obtenidos en el supervivencia celular de
la region infragranular del grupo D, tomando las fotografias en la zona necrética y
no en la zona de penumbra con el fin de evaluar el efecto de la glucosamina en la
corteza sensitiva.
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Figura 13. Descripcién de la generacion de la isquemia en el cerebro. A la
izquierda (A) Generacion del infarto con una sola zona necrética. A la derecha (B)
Generacion del infarto con varias zonas necroéticas que genera una apariencia de
parches de la isquemia distribuida en la zona del cerebro que se queda sin
irrigacion.

La proteina GAP-43 ha sido asociada al crecimiento de los conos de los axones
durante la axonogénesis y la regeneracion. Se ha encontrado a partir de ensayos
gue esta proteina se encuentran en proporciones mayores en la corteza cerebral,
el tabique y el hipocampo. Durante una lesién electrolitica como mecanismo de la
isquemia se puede dar una sobre-expresion de GAP-43 inducida por las neuronas
en el cerebro adulto principalmente en la region supragranular. Esta fosfoproteina
es sustrato de la proteinquinasa C (PKC) y se expresa principalmente durante el
crecimiento en sinapsis inmaduras del feto y después del nacimiento, aunque se
ha visto que no desaparece del todo en la etapa adulta manteniendo unos niveles
basales. La fosforilacion de GAP-43 por la PKC modula el metabolismo de
fosfatidilinositol, la generacion de norepinefrina y la liberacibn de
neurotransmisores, ademas de ser un factor de plasticidad celular intrinseca en las
terminaciones presinapticas moduladas por PKC. (Naffah-Mazzacoratti , Funke,
Sanabria, & Cavalheiro , 1999). La glucosamina favorece la activaciéon
translocacion de las diferentes isoformas de PKC generando la aceleracion de la
degradacion de proteinas por la PKC-a, BI, Bll, &, €, and { con la regulacion de
los niveles de fosfatasa PP1-f and PP1-y y la actividad antiapoptética por la accién
de PKC-a y PKC-¢ con la fosforilacion de las proteina anti-apoptotica Bcl-2 'y / o la
fosforilacién de la Raf-1 y la inactivacién de la proteina pro-apoptética BAD y Bax
(Matthews, 2006) que se generan durante la isquemia, ademas de aumentar la
afinidad con el sustrato GAP-43 para acelerar los procesos de axonogénesis en
las células maduras de la region supragranular .
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Con los resultados estadisticos obtenidos con la prueba de Tukey para la region
supragranular y la prueba de Kruskal-Wallis para la region infragranular en la
corteza motora, el efecto de la glucosamina no es significativo estadisticamente ya
que se acepta la hipétesis nula de que las medias de los grupos B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento
de glucosamina) son iguales. A partir de la figura 9 se observa un aumento en la
densidad de neuronas marcadas con NeuN en la region supragranular, pero las
barras de error son muy similares entre si, debido a que los promedios son muy
similares lo que finalmente se manifiesta en la prueba de tukey y en las graficas de
los efectos principales y de interacciones (figura 21 y 22, ver anexos 3.2). En
cuanto a la region infragranular, estadisticamente se presentan diferencias entre
los grupos B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) y D (tejido
isquémico con tratamiento de glucosamina), como resultado del tratamiento de
glucosamina, hay una disminucion en el niamero de neuronas de los sujetos
experimentales del grupo D.

Se esperaria que en la corteza motora el efecto de la glucosamina fuera notorio
con el aumento en el nimero de neuronas marcadas con el anticuerpo NeuN asi
como se presenta en la region supragranular de la corteza sensitiva. Esto se debe
al sitio en donde se produjo la generacion de la isquemia de los cortes obtenidos
con la obstruccién de la arteria cerebral media ya que esta ubicada lateralmente e
irriga la region sensitiva analizada (Pop, Manisor, Beaujeux, Marescaux, Wolff, &
Simu, 2014). Posiblemente la glucosamina tiene un mayor efecto en el area de
penumbra més cercana al centro de la isquemia. Sin embargo la isquemia cerebral
no solo se da en la regidén sensitiva ya que los procesos de apoptosis, regulacion,
etc., se dan en toda el hemisferio derecho como se evidencia en la disminucion
significativa en el nUmero de neuronas de la corteza sensitiva y motora del grupo
experimental B (grupo isquémico sin tratamiento de glucosamina) (Imagen 1y 2).

Se ha encontrado a partir de estudios con cloruro de trifeniltetrazolio TTC, que el
tratamiento de glucosamina aplicado 3 horas después de la reperfusion de la
isquemia en cerebros de rata, aumenta los niveles de O-GIcNAc generando una
mejoria en la supervivencia celular al regular los niveles de OGT, la actividad
enzimatica de O-GIcNAcase, etc (Hwang, y otros, 2010). En los estudios
experimentales realizados por el Laboratorio de Fisiologia Celular Animal de la
Universidad Icesi se observa este mismo comportamiento en el aumento de la
supervivencia celular y por lo tanto en una disminucién del tamafio del infarto con
el tratamiento de glucosamina (figura 29, ver anexo 3.3) por lo que es evidente
que la glucosamina es segura y no tiene la capacidad de inducir o promover la
muerte celular en estos tejidos por lo que los resultados estadisticos obtenidos
para la region infragranular con el tratamiento de glucosamina es incoherente. Se
ha visto que la baja toxicidad de la glucosamina ha hecho que sea usada
comunmente para el tratamiento de enfermedades inflamatorias como la artrosis.
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En el cerebro ocurre un proceso de renovacion celular conocido como
neurogénesis, el cual esta caracterizado por la capacidad del cerebro vertebrado
adulto en generar nuevas células de forma periodica. Este fenomeno se debe a la
accion de la multipotencialidad y de autorrenovacion de las células madres de la
zona subventricular y del hipocampo para convertirse en células gliales y
neuronales (Arce, Catalina, & Mallo, 2006) en respuesta a cambios en el
ambiente, stress, hormonales etc.
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Figura 14. Fendbmeno de neurogénesis por la accion de las células madre. (Arce,
Catalina, & Mallo, 2006)
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Esta nueva plasticidad se encontr6 en la década del 60 y dio un giro al dogma de
la ciencia en que se creia que los cerebros adultos no tenian la capacidad de
generar nuevas neuronas. Bajo esta teoria la glucosamina puede mejorar este
nuevo tipo de plasticidad celular (accién de células madre) mas no disminuir la
supervivencia celular.

Otra posible razén que explica el comportamiento de la region infragranular de la
corteza motora con el tratamiento de glucosamina del grupo D, se debe a la
diferencia en la densidad neuronal con la regidén supragranular. Segun estudios de
fluorescencia con NeuN la region supragranular esta caracterizada por células
muy pequefias principalmente en la lamina 4 y 3 representando el mayor numero
de neuronas del neocortex, en cambio la region infragranular presenta un menor
volumen de las grandes células piramidales principalmente en la lamina 5 (Meyer,
Wimmer, Oberlaender, Kock, Sakmann, & Helmstaedter, 2010), Durante la
realizacion de las fotografias bajo el microscopio con el objetivo de 40X de la
regibn supragranular, se concentr6 en obtener los resultados en la lamina 5,
afectando asi que los resultados estadisticos con el tratamiento con glucosamina
fuera menor para la region infragranular.

Ademas el dafio cerebral producido por la isquemia es un proceso que no se

genera de manera homogénea alrededor de la zona de penumbra, ya que

irrigacion sanguinea comunica regiones que pueden estar alejadas de la zona

obstruida (figura 12) (Kempski, Plesnila, Staub, & Baethmann, 1996). Debido a lo

anterior y junto a la técnica aplicada que generé mucha interferencia en la tincion
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bajo el objetivo de 40X, fue muy dificil para el investigador hacer el conteo con el
microscopio de fluorescencia especificamente en la zona de penumbra de la
isquemia.

Efecto del tratamiento de glucosamina en el nimero de neuronas de la
corteza cerebral en los grupos control sin isquemia

Segun los resultados obtenidos con la prueba post-anova de Tukey, no hay
diferencias significativas entre los grupos experimentales de la region
supragranular F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina) tanto de la corteza motora como la
sensitiva (imagen 3, figura 10 y 11). Al observar los resultados de las graficas de
interacciones de los controles (figura 18 y 26, ver anexo 3.2) se observa que el
cambio en el nUmero de neuronas es muy pequefio, por lo que el tratamiento de
glucosamina no va aumentar el nUmero de neuronas en un tejido sano.

En cambio para la region infragranular de la corteza sensitiva y motora (figura 10 y
11) si se observa estadisticamente que la glucosamina disminuye el nUmero de
neuronas, lo cual es un resultado sorprendente. Se esperaria el mismo
comportamiento que en la regién supragranular, es decir, aceptar la hipotesis nula
en que las medias del numero de neuronas de los grupos F (tejido no isquémico
sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de
glucosamina) son iguales.

En cuanto a los resultados estadisticos obtenidos con la prueba de Tukey y de
Kruskal-wallis, en el cual la glucosamina disminuye el nimero de células entre los
sujetos experimentales, no se han evidenciado estudios en donde el tratamiento
con esta sustancia tenga efectos nocivos en las células neuronales a las
concentraciones manejadas durante los ensayos, y por otro lado los resultados
con TTC muestran todo lo contrario al mantener la supervivencia de las células de
los grupos gue han sufrido isquemia con el tratamiento de glucosamina (Hwang, y
otros, 2010). Al comparar los resultados fotogréaficos entre el grupo F, se observa
bajo el objetivo de 10X la misma densidad neuronal que el grupo E, por lo que no
se presentan dafios morfolégicos por los cambios en la tincién del nucleo con el
anticuerpo NeuN o por la generacién de parches (imagen 15, ver anexos 3.1) al
aplicar el tratamiento con glucosamina. La reduccion en el numero de neuronas
comportamiento esta fuera de lo esperado ya que la glucosamina no genera dafno
en el tejido y es un tratamiento seguro (imagen 29, ver anexo 3,3,). Este
comportamiento se puede explicar con la variacion neuronal que hay entre
individuos, la cual no va a ser la misma en entre los sujetos y en los hemisferios
cerebrales (Ramirez, 2014).
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Uno de los inconvenientes presentados con esta tincion de fluorescencia, fue la
presencia de mucho ruido o background, lo que imposibilité la distincion de la
sefal de NeuN. Esto generd que el numero de fotos (n) para el grupo E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina) no fuera el mismo que los demas
grupos. Por lo que como recomendacion se deberia hacer otras tinciones de otros
cortes que permitan completar el material fotografico faltante, con el fin de que la
comparacion estadistica fuera mas significativa.

Cabe decir también que el hecho de que la cantidad de neuronas varie entre la
region supragranular de la infragranular, también puede estar relacionado con la
observacion de una disminucion en el numero de células para el grupo control E
(tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) tal como se explico para la
region infragranular de la corteza motora. Para este grupo también se tomaron las
fotografias en la lamina 5, caracterizada por poseer principalmente células
grandes y en menor cantidad que las observadas en la regién supragranular bajo
el objetivo de 10X (imagen 29, ver anexo 3.3.). Esto puede generar que la foto a
40X haya quedado al azar en una zona con menor numero de células dentro de la
lamina 5.

A partir de los resultados estadisticos para el analisis de la corteza sensitiva, se
observa un efecto con el tratamiento de glucosamina en la region proxima a la
isquemia causada por la obstruccion de la arteria cerebral media. La técnica de la
tincion de fluorescencia permite observar la morfologia de las neuronas que
caracterizan la corteza cerebral, permitiendo ver un cambio en la densidad celular
a partir de la evidencia fotogréfica.

A pesar de que la region infragranular es mas susceptible a cambios morfolégicos,
sefializacion, perfusion, etc. relacionados con la isquemia y que la region
supragranular tiene mejor plasticidad, se debe entender que el cerebro es una
red muy compleja en la cual todas la células estan conectadas entre si, por lo que
un cambio en una parte del cerebro, va a generar un efecto en otros sitios.
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2.8.

v

Conclusiones:

La tincion de fluorescencia permite marcar el soma, dendritas y el nucleo de
las neuronas con el anticuerpo NeuN, lo que permite observar cambios en la
morfologia celular en los tejidos con isquemia que no recibieron tratamiento de
glucosamina, ya que en estos no era posible diferenciar el nucleo del soma de
la neurona.

A partir de la literatura y los resultados obtenidos de la corteza sensitiva y
motora, la region de la corteza cerebral que es mas susceptible a cambios
homeostaticos es la region infragranular.

Se observa un efecto citoprotector en la plasticidad neuronal a partir del
tratamiento de glucosamina para la regidn supragranular de la corteza
sensitiva en las ratas sometidas a la obstruccion de MCAO para la
generacion de la isquemia. En el grupo D (tejido isquémico con tratamiento de
glucosamina) hay mayor intensidad de la sefial de NeuN en el nacleo que en
el citoplasma, por lo que la glucosamina tiene un efecto en mantener o mejorar
la morfologia celular.
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2.9.

Recomendaciones:

Debido a que se manej6é un stock de anticuerpos de NeuN que estaban en el
Laboratorio de Fisiologia Celular Animal desde hace mas de un afo, se
recomienda para los proximos estudios Estandarizar el protocolo de
experimentacion con el fin de mejorar la proporcion sefal/ruido por la tincion
inespecifica que tiene la técnica fluorescencia.

Comparar los resultados con otras técnicas como microscopia con focal

Para el grupo experimental E (grupo no isquémico con tratamiento de
glucosamina) no se pudo contar con n=9, debido al background que genera la
tincion, afectando los resultados con la comparaciéon del grupo F (grupo no
isquémico sin tratamiento de glucosamina). Se recomienda para préximos
estudios aumentar el nimero de fotos de la region infragranular que tiene una
densidad celular mas baja.
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3. Anexos:

3.1. Resultados fotogréaficos

Imagen 4. Analisis inmunohistoquimico de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region supragranular de la corteza sensitiva de los
individuos D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, en ratas Wistar a las
que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO
(Middle cerebral artery occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio
de fluorescencia usando el objetivo de 40X.

Imagen 5. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region infragranular de la corteza sensitiva de los
individuos D (tejido isquémico con tratamiento con glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento con glucosamina) respectivamente, de ratas Wistar a las
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que se les ha inducido una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO
(Middle cerebral artery occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio
de fluorescencia usando el objetivo de 40X.

Imagen 6. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacién
celular de neuronas para regién supragranular de la corteza sensitiva de los
individuos F(tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X.

Imagen 7. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region infragranular de la corteza sensitiva de los
individuos F(tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
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una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X.

Imagen 8. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacién
celular de neuronas para regidén supragranular de la corteza sensitiva de los
individuos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X.

Imagen 9. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region infragranular de la corteza sensitiva de los
individuos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincién
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
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una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X

Imagen 10. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la
poblacion celular de neuronas para region supragranular de la corteza motora de
los individuos D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X

Imagen 11. Andlisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region infragranular de la corteza motora de los
individuos D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
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inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X

Imagen 12. Andlisis inmunohistoquimico de de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region supragranular de la corteza motora de los
individuos F(tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X

Imagen 13. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacién
celular de neuronas para region infragranular de la corteza motora de los
individuos F(tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
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isquémico sin tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X

Imagen 14. Analisis inmunohistoquimico de la de la sefial de NeuN en la poblacion
celular de neuronas para region supragranular de la corteza motora de los
individuos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E (tejido no
isquémico con tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo tincion
Inmunohistoquimica de fluorescencia de ratas Wistar a las que se les ha inducido
una isquemia por medio de la cirugia experimental MCAO (Middle cerebral artery
occlusion). Las imagenes se obtienen bajo un microscopio de fluorescencia
usando el objetivo de 40X.
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Imagen 15. Imagenes representativas de la sefial de NeuN de la corteza sensitiva
de los individuos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y E
(tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) respectivamente, bajo un
microscopio de fluorescencia usando el objetivo de 10X.
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3.2. Resultados estadisticos

e Resultados estadisticas para la region supragranular de la corteza
sensitiva:

Supuestos:

Ho: los residuos de modelo de regresion lineal tienen una distribucion normal.
Ha: los residuos de modelo de regresion lineal no tienen una distribucion normal.

Grafica de probabilidad de numero de neuronas
Normal

29
Media 48,76
Desv.Est. 17,15
N 33
KS 0,105
Valor p >0,150
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numero de neuronas

Figura 15. Prueba de normalidad para el promedio en el nimero de neuronas en la
region supragranular de los cortes de la corteza sensitiva

Ho: Los residuos del modelo lineal tienen todos la misma varianza
Ha: la varianza de los residuos del modelo lineal no presenta la misma varianza
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ueba de varianzas iguales: numero de neuronas vs. TRATAMIENTO. condicir
Multiples intervalos de comparacion para la desviaciéon estandar, « = 0,05

TRATAMIENTO condicion

Comparaciones multiples
| Valor p 0,182

CON glucosamina control I i
Prueba de Levene
Valor p 0,256
isquemia I I
SIN glucosamina control I I
isquemia |—|

5 10 15 20 25

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 16. Prueba de varianzas iguales para el promedio en el niumero de
neuronas en la region supragranular de los cortes de la corteza sensitiva

Al evaluar los resultados de los supuestos de normalidad y homogeneidad para la
region supragranular de la corteza sensitiva, se observa que el valor P es mayor
al compararlo el valor de significancia. Esto indica que se aceptan ambas
hipétesis nulas, por lo tanto los residuos del modelo determinado presentan una
distribucién normal y tiene varianzas iguales.

Tabla 5 Resultados analisis de varianza para la region supragranular de la corteza
sensitiva.

Anova

Factor Tipo Niveles Valores

TRATAMIENTO Fijo 2 CON glucosamina. SIN glucosamina
Condicion Fijo 2 control. isquemia

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 1 589,4 589,39 7,11 0,012
Condicién 1 5055,7 5055,71 61,01 0,000
TRATAMIENTO*condicién 1 963,1 963,12 11,62 0,002
Error 29 2403,3 82,87

Total 32 9414,1

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
9,10339 74,47% 71,83% 66,87%
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Tabla 6. Resultados de comparacién entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy B
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy B

condicién = control restado a:

Diferencia SE de Valor P
condicién de medias diferencia Valor T ajustado
isquemia -25,14 3,219 -7,811 0,0000
Condicién N Media Agrupacién
Control 15 62,3611 A
Isquemia 18 37,2222 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

La comparacion entre los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) son diferentes,
ya que P es menor a 0,05 de significancia, por lo que se rechaza la hipétesis nula.

Tabla 7. Resultados de comparacion entre los grupos B (tejido isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento de
glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales D y B

Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Dy B

TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

Diferencia SE de Valor P
TRATAMIENTO de medias diferencia Valor T ajustado
SIN glucosamina -8,583 3,219 -2,667 0,0124
TRATAMIENTO N Media Agrupacidn
CON glucosamina 15 54,0833 A
SIN glucosamina 18 45,5000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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La comparacion entre los grupos B (tejido isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina) son
diferentes ya que P es menor a 0,05 de significancia, por lo que se rechaza la
hipotesis nula.

Tabla 8. Resultados de comparacién entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de

glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy E

Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy E

condicidén = control y TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

Diferencia SE de Valor P
TRATAMIENTO condicion de medias diferencia Valor T ajustado
SIN glucosamina control 2,39 4,798 0,498 0,9589
TRATAMIENTO*condicién N Media Agrupacidén

SIN glucosamina control 9 63,5556 A
CON glucosamina control 6 61,1667 A

La comparacion entre los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) son
iguales ya que P es mayor a 0,05 de significancia, por lo que se acepta la
hipétesis nula.
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Grafica de efectos principales para numero de neuronas
Medias ajustadas
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control isquemia CON glucosamina SIN glucosamina

Figura 17. Efectos principales para el promedio en el namero de neuronas entre
los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) Y D (tejido isquémico con tratamiento
de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)
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Figural8. Interacciones de todos los grupos en el nimero de neuronas.

64



¢ Resultados estadisticas para la region infragranular de la corteza sensitiva:

Supuestos:
Ho: los residuos de modelo de regresion lineal tienen una distribucion normal.
Ha: los residuos de modelo de regresion lineal no tienen una distribucion normal.

Grafica de probabilidad de numero de neuronas
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Figura 19. Prueba de normalidad para el promedio en el nimero de neuronas en la
region infragranular de los cortes de la corteza sensitiva

Ho: Los residuos del modelo lineal tienen todos la misma varianza
Ha: la varianza de los residuos del modelo lineal no presenta la misma varianza
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ueba de varianzas iguales: numero de neuronas vs. TRATAMIENTO. condicit
Multiples intervalos de comparacion para la desviaciéon estandar, a = 0,05

TRATAMIENTO condicion
Comparaciones multiples

A Val 0,933
CON glucosamina control I I alorp

Prueba de Levene
Valor p 0,997

isquemia | |

SIN glucosamina control |—|
isquemia |—|

0 10 20 30 40

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 20. Prueba de varianzas iguales para el promedio en el niamero de
neuronas en la region infragranular de los cortes de la corteza sensitiva

Al evaluar los resultados de los supuestos de normalidad y homogeneidad para la
region infragranular de la corteza sensitiva, se observa que el valor P es mayor al
compararlo el valor de significancia. Esto indica que se aceptan ambas hip6tesis
nulas, por lo tanto los residuos del modelo determinado presentan una distribucion
normal y tiene varianzas iguales.

Tabla 9. Analisis de varianza para la region infragranular de la corteza sensitiva

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 1 96,45 96,45 1,50 0,231
condicion 1 3050,67 3050, 67 47,37 0,000
TRATAMIENTO*condicion 1 1404,50 1404,50 21,81 0,000

Error 29 1867,50 64,40

Total 32 6981, 64

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
8,02475 73,25% 70,48% 65,46%
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Tabla 10. Resultados de comparacion entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy B
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy B

condicién = control restado a:

Diferencia SE de Valor P
condicién de medias diferencia Valor T ajustado
isquemia -19,53 2,837 -6,883 0,0000
condicién N Media Agrupacién
control 15 47,5278 A
isquemia 18 28,0000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

La comparacion entre los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) son diferentes,
ya que P es menor a 0,05 de significancia, por lo que se rechaza la hipotesis nula.

Tabla 11. Resultados de comparacién entre los grupos B (tejido isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento de
glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales By D

Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales B 'y D

TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

Diferencia SE de Valor P
TRATAMIENTO de medias diferencia Valor T ajustado
SIN glucosamina 3,472 2,837 1,224 0,2309
TRATAMIENTO N Media Agrupacidn

SIN glucosamina 18 39,5000 A
CON glucosamina 15 36,0278 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Comparacion entre los grupos D (tejido isquémico con tratamiento de
glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) son iguales,
ya que P es mayor a 0,05 de significancia, se acepta la hipétesis nula.

Tabla 12. Resultados de comparacion entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de
glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy E
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy E

condicion = control y TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

Diferencia SE de Valor P
condicion TRATAMIENTO de medias diferencia Valor T ajustado
control SIN glucosamina 16,72 4,229 3,954 0,0024

TRATAMIENTO*condicion N Media Agrupacién
SIN glucosamina control 9 55,8889 A
CON glucosamina control 6

La comparacion entre los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) son
diferente ya que P es menor a 0,05 de significancia, por lo que se rechaza la
hipétesis nula.
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Grafica de efectos principales para numero de neuronas
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Figura 21. Efectos principales para el promedio en el namero de neuronas entre
los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) Y D (tejido isquémico con tratamiento
de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)
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Figura 22. Interacciones de todos los grupos en el numero de neuronas. El tejido
isquémico sin glucosamina presenta la menor cantidad de células. El tratamiento
con glucosamina del tejido isquémico presenta una mayor recuperacion celular.
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¢ Resultados estadisticas para la region supragranular de la corteza motora:

Supuestos

Ho: los residuos de modelo de regresion lineal tienen una distribucion normal.
Ha: los residuos de modelo de regresion lineal no tienen una distribucion normal.

Grafica de probabilidad de numero deneuronas
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Figura 23. Prueba de normalidad para el promedio en el nimero de neuronas en la
region supragranular de los cortes de la corteza motora

Ho: Los residuos del modelo lineal tienen todos la misma varianza
Ha: la varianza de los residuos del modelo lineal no presenta la misma varianza
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ueba de varianzas iguales: numero deneuronas vs. TRATAMIENTO. condicic
Multiples intervalos de comparacién para la desviaciéon estandar, a = 0,05

TRATAMIENTO condicion
Comparaciones multiples

CON glucosamina control i i Valorp 0,696

Prueba de Levene
Valor p 0,519

isquemia |—|

SIN glucosamina control |—|
isquemia |—|

5 10 15 20 25 30 35 40

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 24. Prueba de varianzas iguales para el promedio en el ndmero de
neuronas en la regién supragranular de los cortes de la corteza motora

Al evaluar los resultados de los supuestos de normalidad y homogeneidad para la
region supragranular de la corteza motora, se observa que el valor P es mayor al
compararlo el valor de significancia. Esto indica que se aceptan ambas hipotesis
nulas, por lo tanto los residuos del modelo determinado presentan una distribucion
normal y tiene varianzas iguales.

Tabla 13. Analisis de varianza (ANOVA) para la region supragranular en la corteza
motora.

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
TRATAMIENTO Fijo 2 CON glucosamina. SIN glucosamina
condicion Fijo 2 control. isquemia

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 1 41,51 41,51 0,37 0,549
condicion 1 4050, 00 4050, 00 35,91 0,000
TRATAMIENTO*condicion 1 162,00 162,00 1,44 0,240

Error 29 3271,11 112,80

Total 32 7719,88

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
10,6206 57,63% 53,24% 44,63%
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Tabla 14. Resultados de comparacion entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy B
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy B

condicion = control restado a:

Diferencia SE de Valor P
condicion de medias diferencia Valor T ajustado
isquemia -22,50 3,755 -5,992 0,0000
condicion N Media Agrupacién
control 15 60,7778 A
isquemia 18 38,2778 B

La comparacion entre los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina) son diferentes,
ya que P es menor a 0,05 de significancia, por lo que se rechaza la hipétesis nula.

Tabla 15. Resultados de comparacién entre los grupos B (tejido isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento de
glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales D y B

Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Dy B

TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

Diferencia SE de Valor P
TRATAMIENTO de medias diferencia Valor T ajustado
SIN glucosamina -2,278 3,755 -0,6066 0,5488
TRATAMIENTO N Media Agrupacién

CON glucosamina 15 50,6667 A
SIN glucosamina 18 48,3889 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

La comparacion entre los grupos B (tejido isquémico sin tratamiento de
glucosamina) vy D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina) son iguales
ya que P es mayor a 0,05 de significancia, por lo que se acepta la hipo6tesis nula.
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Tabla 16. Resultados de comparacion entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de
glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy E

Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy E

condicidén = control y TRATAMIENTO = CON glucosamina restado a:

Diferencia SE de Valor P
TRATAMIENTO condicion de medias diferencia Valor T ajustado
SIN glucosamina control 2,22 5,598 0,397 0,9784
TRATAMIENTO*condicion N Media Agrupacién

SIN glucosamina control 9 61,8889 A
CON glucosamina control 6 59,6667 A

La comparacion entre los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) son
iguales ya que P es mayor a 0,05 de significancia, por lo que se acepta la
hipétesis nula.

Grafica de efectos principales para nhumero deneuronas
Medias ajustadas

TRATAMIENTO condicion
60
55

50 ‘\‘

45

Meda de nuneoderauraes

40

CON glucosamina SIN glucosamina control isquemia

Figura 25. Efectos principales para el promedio en el numero de neuronas entre
los grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) y B (tejido
isquémico sin tratamiento de glucosamina) Y D (tejido isquémico con tratamiento
de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)
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Grafica de interaccion para numero deneuronas
Medias ajustadas

TRATAMIENTO * condicion condicion

—a&— control
—B— isquemia

65
60 ,__//‘
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Media de numero deneuronas

35 ~a

CON glucosamina SIN glucosamina

TRATAMIENTO

Figura 26. Interacciones de todos los grupos en el niumero de neuronas. Los
tejidos con isquemia presentan la menor cantidad de células, en comparacién con
los controles.

¢ Resultados estadisticas para la region infragranular de la corteza motora:
Supuestos

Ho: los residuos de modelo de regresion lineal tienen una distribuciéon normal.
Ha: los residuos de modelo de regresion lineal no tienen una distribucion normal.
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Grafica de probabilidad de numero de neuronas
Normal
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Figura 27. Prueba de normalidad para el promedio en el nUmero de neuronas en la
region infragranular de los cortes de la corteza motora

Ho: Los residuos del modelo lineal tienen todos la misma varianza
Ha: la varianza de los residuos del modelo lineal no presenta la misma varianza
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ueba de varianzas iguales: numero de neuronas vs. TRATAMIENTO. condici
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0,05

TRATAMIENTO  condicion
Comparaciones multiples
CON glucosamina control I I Valorp 0777
Prueba de Levene
Valor p 0,877
isquemia F_____4
SIN glucosamina control ———-
isquemia F____4
0 10 20 30 40 50

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 28. Prueba de varianzas iguales para el promedio en el niumero de

neuronas en la region infragranular de los cortes de la corteza motora

Al evaluar los resultados de los supuestos de normalidad y homogeneidad para la
region supragranular de la corteza motora, se observa que el valor P es menor
para la prueba de normalidad. Esto indica que sélo se cumple la prueba de

homogeneidad de varianza, cumpliéndose solo uno de los supuestos.

Tabla 17. Resultados de comparacion entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y B (tejido isquémico sin tratamiento de glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales By F
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales By F

condicién N Mediana
control 9 68,00
isquemia 9 34,00
General 18

H=12,79 GL =1 P =
H= 12,80 GL =1 P =

Clasificacién
del promedio Z
14,0 3,58
5,0 -3,58
9,5
0,000
0,000

(ajustados para los vinculos)

Como el valor H es mayor al valor P es menor a 0,05, se rechaza la hipotesis nula,
por lo que las medias entre el grupo B (tejido isquémico sin tratamiento de
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glucosamina) y grupos F (tejido no isquémico sin tratamiento de glucosamina) son
diferentes.

Tabla 18. Resultados de comparacion entre los F (tejido no isquémico sin
tratamiento de glucosamina) y E (tejido no isquémico con tratamiento de
glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales Fy E
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experimentales Fy E

Clasificacién
TRATAMIENTO N Mediana del promedio Z
CON glucosamina 6 35,00 4,1 =-2,77
SIN glucosamina 9 68,00 10,6 2,77
General 15 8,0
H=7,67 GL =1 P = 0,006
H=7,70 GL =1 P = 0,006 (ajustados para los vinculos)

Como el valor H es mayor al valor P es menor a 0,05 se rechaza la hipotesis nula,
por lo que las medias entre el grupo F (tejido no isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y grupo E (tejido no isquémico con tratamiento de glucosamina) son
diferentes.

Tabla 19. Resultados de comparacion entre los B (tejido isquémico sin tratamiento
de glucosamina) y D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina)

Ho: las medias son iguales entre los grupos experimentales By D
Ha: las medias son diferentes entre los grupos experlmentales ByD

TRATAMIENTO N Mediana del promedio

CON glucosamina 9 25,00 6,6 —2,30

SIN glucosamina 9 34,00 12,4 2,30
General 18 9,5

H=25,27 GL=1 P = 0,022

H=5,32 GL=1 P = 0,021 (ajustados para los wvinculos)

Como el valor H es mayor al valor P es menor a 0,05 se rechaza la hipotesis nula,
por lo que las medias entre el grupo B (tejido isquémico sin tratamiento de
glucosamina) y grupo D (tejido isquémico con tratamiento de glucosamina) son
diferentes.
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3.3. Tincion con TCC
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Figura 29. Tamafio del infarto evaluado con TTC, reactivo con el que se destaca
en blanco el tejido muerto que no se tifie de rojo, a las 24 horas de inducida la
isquemia en el modelo de isquemia cerebral focal en ratas Wistar MCAO (Middle
cerebral artery occlusion). (A) Tincién con TTC de cortes coronales de cerebro de
rata a la que se le induce una isquemia con reperfusion, sin tratamiento de
glucosamina y con aplicacién intraperitoneal de glucosamina media hora después
de inducida la isquemia. (B) Comparacion del tamafio del infarto medido como
porcentaje del volumen del cerebro en los grupos sin tratamiento y con
glucosamina (media tEEM, n=4, *, p<0.05 por la prueba de t-student).
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3.4. Distribucién de la densidad neuronal en el neocortex
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Figura 30 .Cantidad y distribucién de neuronas bajo la sefial de NeuN en ratas.
(Meyer, Wimmer, Oberlaender, Kock, Sakmann, & Helmstaedter, 2010)
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3.5. Cartade aprobacion del proyecto por el comité de ética

CIDEIM

Centro Internacional de Entrenamiento
e Investigaciones Médicas

Santiago de Cali, 8 de Octubre de 2010

Doctores

Juliana Rengifo Gémez

César Arango Davila
Investigadores Universidad ICESI
Ciudad

Asunto: Aprobacion de proyectos de investigacion. Acta No. 01 del 8 de Octubre de 2010.
Estimados Doctores,

Respecto de la solicitud realizada al Comité de Etica de Investigaciones en Animales
Experimentales para evaluar los siguientes estudios:

1. EVALUACION DE LOS FENOMENOS DE GLICOSILACION Y SUS IMPLICACIONES TERAPEUTICAS EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE EXCITOTOXICIDAD, ISQUEMIA Y REPERFUSION CEREBRAL.

2. EFECTOS DE LA NEUTRALIZACION DEL TNF-a SOLUBLE vs. TNF-a SOLUBLE Y TISULAR EN EL
TAMANO DE LA LESION CEREBRAL INDUCIDA POR ISQUEMIA EN UN MODELO EXPERIMENTAL.

3. USO DE LA SOLUCION SALINA HIPERTONICA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA
CEREBRAL EN RATAS: REDUCCION DE LA PENUMBRA ISQUEMICA Y DEL DANO SECUNDARIO.

Me permito comunicarles que el Comité, en su reunion del dia 8 de Octubre de 2010, aprobé la
ejecucion de los tres estudios mencionados. La aprobacion de las tres investigaciones queda
consignada en el Acta No. 01 del 8 de Octubre de 2010.

Solicito su colaboracion para que se informe al Comité, a través del formato de seguimiento de
proyectos, los resultados de los estudios con el objetivo de realizar el seguimiento de los mismos.
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3.6. Impacto ambiental

Segun los procedimientos descritos en este proyecto de investigacion, esté
generara un impacto ambiental debido a los reactivos desechados con el
procedimiento inmunohistoquimico. Para esto se dispondra de recipientes de
desecho debidamente rotulados con el fin de que sean almacenados y tratados
adecuadamente por el personal pertinente. Esta funcion es liderada por la Oficina
de Salud Ocupacional y Medio Ambiente la cual estd comprometida a mitigar,
controlar y prevenir los impactos ambientales producto de espacios propios de la
universidad a partir de planes de gestion integral de manejo de residuos

En cuanto a la utilizacion de animales como modelo experimental, se hara énfasis
en generarles el menor dolor posible durante los procedimientos quirdrgicos. Los
cuerpos de las ratas posteriores a la decapitacibn seran entregados a una
empresa especializada en el manejo de desechos de riesgo biolégico con el fin de
que dispongan debidamente los cuerpos generando la minima contaminacion
ambiental.
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