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RESUMEN

La isquemia cerebral, junto con el ictus hemorrégico, es una de las dos categorias
en las cuales se clasifican las enfermedades cerebrovasculares. Esta consiste en la
obstruccion de un vaso sanguineo, lo cual impide el flujo de sangre focal o global
hacia el cerebro. Al disminuir la perfusion sanguinea, el cerebro entrard en un
estado de hipoxia, el cual concluird en la muerte celular. Actualmente el Gnico
tratamiento para la isquemia cerebral consiste en una terapia farmacolégica
utilizando fibrinoliticos, esto ha causado que se unan esfuerzos para encontrar
nuevos mecanismos para su prevencion y tratamiento. Dentro de estos esfuerzos
se encuentra el estudio de los mecanismos por los cuales el precondicionamiento
isquémico confiere citoproteccion a las células. Este consiste en la interrupcion del
flujo sanguineo a un tejido en un corto periodo de tiempo, lo cual activa vias de
neuroproteccion ante episodios posteriores de isquemia.

Se ha encontrado que la proteina Akt estd involucrada en la cascada de
sefalizacion que promueve la supervivencia celular al inhibir factores pro-
apoptoticos y activar genes anti-apoptoticos. Es por esto, que el presente proyecto
tuvo como objetivo evaluar, por medio de la técnica Western Blot, los niveles de
expresion total y de fosforilacion de la proteina Akt en la corteza cerebral de ratas
Wistar sometidas a precondicionamiento isquémico cerebral, estableciendo si se
presentaban diferencias significativas en estos niveles, con respecto a las ratas que
no se expusieron a ningun tratamiento precondicionante.

Se encontrdé que el grupo de ratas sometidas a precondicionamiento isquémico
presentaron un mayor nivel de fosforilacion, tanto en el residuo de treonina 308
como en el de serina 473, que el grupo de ratas que solo tuvieron isquemia cerebral.
También se hallé que la expresion total de la proteina Akt no presenté diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos evaluados. Por otro lado, en
este proyecto también se realiz6 la evaluacién del nivel de O-GIcNAcilacién,
utilizando el anticuerpo RL2 y se encontr6 un mayor nivel de este tipo de
glicosilaciéon en el grupo de ratas sometidas a precondicionamiento isquémico.

Los resultados obtenidos sugieren que la via de sefializaciéon de la proteina Akt se
activa como mecanismo de neuroproteccidon ante episodios posteriores de isquemia
cuando se da el precondicionamiento isquémico. Ademas de esto, también sugieren
gue la O-GIcNAcilacién puede estar involucrada en el aumento de la activacion de
la proteina Akt, ya sea inhibiendo los proteina encargadas de su activacion, o
inhibiendo las proteinas que inhiben la fosforilacion de la proteina quinasa B. A partir
de los resultados y de las conclusiones obtenidas, futuras investigaciones podrian
evaluar el nivel de expresion de la proteina GSK-38 cuando hay
precondicionamiento isquémico, quien es una proteina activada por Akt.

Palabras claves: Accidente cerebrovascular, Isquemia cerebral,
precondicionamiento isquémico, proteina Akt, neuroprotecciéon, O-GIcNAcilacion.
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ABSTRACT

The cerebral ischemia is one of the categories that are classified cerebrovascular
diseases. This consist in the obstruction of a blood vessel, which prevents the flow
of blood to focal or global brain. By decreasing the blood perfusion, the brain go into
a state of hypoxia, which end in cell death. Currently, the only treatment for cerebral
ischemia consist in use fibrinolytic therapy, this has caused join efforts to find new
mechanisms to prevention and treatment. Into these mechanisms is ischemic
preconditioning which involves the interruption of blood flow to a tissue in a short
time, activating pathways for neuroprotection against subsequent ischemic
episodes.

It had found that the Akt protein is involved in the signaling cascade that promotes
cell survival by inhibiting pro-apoptotic factors and activating anti-apoptotic genes. It
is for this reason that this project evaluated, by the Western Blot technique, the levels
of total expression and phosphorylation of Akt protein in the cerebral cortex from
Wistar rats subjected to cerebral ischemic preconditioning, establishing if present
significant difference in these levels, compared to rats that were not exposed to any
preconditioning treatment.

Is was found that the group of rats subjected to ischemic preconditioning had a
higher level of phosphorylation in both residues, Serine 473 and Threonine 308, that
the group of rats that had only cerebral ischemia. In addition, it had found that the
total Akt protein expression did not show differences statistically significant between
the two groups evaluated. On the other hand, this project also evaluated the level of
O-GcNAcylation, using the antibody RL2, and a higher level of this kind of
glycosylation found in the group of rats subjected to ischemic preconditioning.

The results suggest that the signaling pathway of Akt protein is activate as a
mechanism of neuroprotection against further episodes of ischemia when ischemic
preconditioning occurs. Besides this, also the results suggest that O-GIcNAcylation
may be involved in the increased on Akt protein, either by inhibiting the protein
responsible for activation or inhibiting proteins that inhibit the phosphorylation of
Kinase B protein (Akt). From the results and the conclusions, future research could
assess the level of expression of GSK-3B protein when the rats are subjected
ischemic preconditioning, who is a protein activated by Akt.

Key Words: Stroke, cerebral ischemia, ischemic preconditioning, Akt protein,
neuroprotection, O-GIcNAcylation.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cerebrovasculares corresponden a la segunda causa de muerte
en el continente americano, y consisten en una afeccién de la funcion cerebral
ocasionada por problemas vasculares (Organizacidbn Panamericana de la Salud,
2015). Las enfermedades cerebrovasculares se clasifican en hemorragicas o
isquémicas; en donde las primeras se relacionan con una lesion en los vasos
sanguineos y la afeccion isquémica consiste en la obstruccion de estos.

De los dos tipos de accidente cerebrovascular, el que predomina es el isquémico,
en el cual, como ya se menciond, ocurre una obstruccién de los vasos sanguineos
impidiendo el flujo de sangre focal o global al cerebro. Al disminuir el flujo sanguineo,
el cerebro entra en un estado de hipoxia y déficit de glucosa, el cual va a concluir
en la muerte celular. Actualmente, para el tratamiento de los eventos isquémicos se
utiliza terapia farmacoldgica en la cual, los medicamentos usados pueden provocar
algunos efectos adversos e interacciones y no buscan la supervivencia neuronal.
Este inconveniente es lo que ha promovido que las investigaciones en torno a
posibles fuentes de prevencion y tratamiento de la isquemia cerebral sean
establecidas (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2016).

Una posible estrategia de prevencion estudiada es el precondicionamiento
isquémico, el cual es reconocido como una via de neuroproteccion ante episodios
posteriores de isquemia cerebral. Este consiste en la interrupcién del flujo
sanguineo a un tejido en un corto periodo de tiempo (lliodromitis, Lazou, &
Kremastinos, 2007) . Es por esto que se han venido estudiando los posibles
mecanismos moleculares implicados en este proceso de tal forma que se puedan
establecer estrategias farmacoldgicas en el tratamiento y prevencion de la isquemia
cerebral.

Una de las cascadas moleculares que esta implicada en la supervivencia celular, se
encuentra mediada por la proteina Akt. Se ha encontrado que esta proteina
promueve la expresion de los “genes de expresion inmediata”, provocando asi la
inactivacion de factores pro-apoptoticos y la activacion de algunos genes anti-
apoptoticos como NF-KB, lo cual conlleva a la supervivencia neuronal (Pinzon,
Serrano, & Sanabria, 2015)

Debido a lo anterior, el presente proyecto busco evaluar, por medio de la técnica
Western Blot, los niveles de expresién total y de fosforilacién de la proteina Akt en
la corteza cerebral de ratas Wistar que fueron sometidas a precondicionamiento
isquémico. Esto se hizo con el fin de establecer si se presentaban diferencias
significativas en estos niveles, con respecto a las ratas que no fueron sometidas a
ningun tratamiento precondicionante. Cuyo proposito era el de ampliar el
conocimiento sobre las vias moleculares que se activan como via de proteccién
celular en el precondicionamiento isquémico, estableciendo una relacion entre la
proteina Akt y la proteccion neuronal.
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2. DESCRIPCION DEL TRABAJO

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, OMS, los accidentes
cerebrovasculares junto con los ataques al corazon, son fenédmenos que consisten
en el impedimento del correcto flujo sanguineo al corazén o al cerebro (World Health
Organization, 2015); por otro lado, la enfermedad cerebrovascular (ECV) la define
como: “el rapido desarrollo de signos focales (o globales) con compromiso de la
funcién cerebral, y sintomas de 24 horas o mas, o que lleven a la muerte sin otra
causa que el origen vascular” (World Health Organization, 1989).

Teniendo en cuenta lo anterior, la OMS reportd que en el afio 2012, 17,5 millones
de personas fallecieron a causa de las enfermedades cardiovasculares (dentro de
las cuales se encuentran las ECV) y que mas del 75% de estas muertes se
presentaron en paises subdesarrollados y con bajos ingresos econémicos (World
Health Organization , 2015). Ademas de esto, la OMS estimé que el nimero de
muertes que ocurriran en el mundo en el afio 2030, causado por las enfermedades
cardiovasculares, aumentara a 22.245.272 de personas (World Health Organization,
2015).

Por su parte, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), en el Informe del
Sistema Regional de Mortalidad del afio 2012, afirmé que las enfermedades
cerebrovasculares correspondieron a la segunda causa de muerte en las Américas
(7,08%), superada solo por las enfermedades isquémicas del corazén (9,27%)
(Organizacién Panamericana de la Salud, 2015). Y Colombia, entra en estas
estadisticas ya que, aunque la expectativa de vida ha aumentado, también han
incrementado las enfermedades relacionadas con la edad, dentro de las que se
incluyen las ECV (Asociacién Colombiana de Neurologia, 2015).

Es por esto, que al ser una de las principales causas de muerte en todo el mundo,
su atencion clinica, tratamiento y prevencién implican un alto costo econémico al
sistema de salud; este problema se agrava cuando la ECV afecta a personas de
escasos recursos, las cuales tienen mayor incidencia de esta patologia. Esto implica
gue a nivel mundial se estén uniendo esfuerzos con el objetivo de prevenir y
encontrar nuevos tratamientos frente a los incidentes cerebrovasculares

Una alternativa que estd siendo estudiada en la actualidad es el
precondicionamiento isquémico. Este se reconoce como una via de neuroproteccion
ante episodios posteriores de isquemia cerebral y consiste en interrumpir el flujo
sanguineo a un tejido en un corto periodo de tiempo; es por esto que se han venido
estudiando los mecanismos moleculares implicados en este proceso de tal forma
gue se puedan establecer estrategias farmacolédgicas en el tratamiento y prevencion
de la isquemia cerebral.
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Teniendo en cuenta todo lo anterior, este proyecto buscaba ampliar el conocimiento
sobre el mecanismo molecular mediante el cual el precondicionamiento isquémico
produce neuroproteccion frente a futuros episodios de isquemia (ECV), al identificar
la relacion entre el precondicionamiento isquémico y la expresién y fosforilacion de
la proteina quinasa B (Akt). Esto se realizé con el fin facilitar que en un futuro, otros
proyectos puedan encontrar un posible tratamiento para disminuir el impacto
negativo de los incidentes isquémicos.

2.2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.2.1. Irrigacion cerebral

El sistema nervioso central esta compuesto por el cerebro, la médula espinal y las
células cerebrales (neuronas y glias). Dentro de estos, el primero, tiene una masa
cerebral de 1,5 kg con un flujo sanguineo alrededor de 750mL/min, lo que es
equivalente entre el 15% y 20% del gasto cardiaco (Fabregas & Valero, 2009). La
irrigacion sanguinea al cerebro ocurre por medio de dos arterias carétidas internas
y dos arterias vertebrales (Auriel, 2009)

e Carotidas internas: Encargadas de la circulacion anterior del cerebro, estas
arterias provienen de la arteria cardtida comdn e ingresan a la cavidad
craneal por el agujero carotideo. En el extremo medial del surco cerebral
lateral, esta arteria se ramifica en: Arteria cerebral anterior, arteria cerebral
media y arteria comunicante posterior (Arana Chacon, Uribe Uribe, Mufioz
Berrio, Salinas Duran, & Celis Mejia, s.f.) (Auriel, 2009)

e Arterias vertebrales: Encargadas de la circulacién posterior del cerebro, estas
provienen de la arteria subclavia y convergen para formar la arteria basilar,
la cual terminar bifurcando en las arterias posteriores (Snell, 2007)

Estas cuatro arterias se anastomosan en la superficie inferior del encéfalo, formando
el poligono de Willis (Figura 1). Este poligono es un mecanismo anatomico con el
gue cuenta el cerebro para protegerse frente a la isquemia ya que en el caso de que
ocurra la obstruccién de alguna de las arterias mencionadas antes, permite la
redistribucién del aporte sanguineo a la parte del cerebro afectada (Torregrosa,
Salom, Jover-Mengual, & Alborch, 2007).
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Figura 1. Sistema arterial del cerebro humano. Poligono de Willis (Auriel, 2009)

2.2.2. Enfermedad cerebrovascular

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la salud, la enfermedad cerebrovascular
consiste en: “el rapido desarrollo de signos focales (o globales) con compromiso de
la funcidn cerebral, y sintomas de 24 horas o mas, o que lleven a la muerte sin otra
causa que el origen vascular” (World Health Organization, 1989).

Las enfermedades cerebrovasculares pueden clasificarse en dos clases principales:
accidente de tipo isquémico y accidente de tipo hemorragico. La forma
predominante (75% a 85%) de la enfermedad cerebrovascular la constituye el ictus
isquémico, seguido del ictus hemorragico que representa un 20% y en menor
medida la hemorragia subaracnoidea (5%-8 %) (Fernandez Travieso, 2014).

En el caso de la enfermedad cerebrovascular isquémica, consiste en la obstruccion
del flujo sanguineo focal o global en el cerebro. Este tipo de ECV se ocasiona por
la oclusion de la vasculatura, lo cual reduce el aporte de oxigeno y glucosa al
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cerebro, interrumpiendo la actividad metabdlica del area afectada (Fernandez
Travieso, 2014).

La obstruccion del flujo sanguineo puede ser provocada por distintos motivos, como
coagulos de sangre que se formaron en un lugar lejano al cerebro y se trasladaron
por medio de las arterias cerebrales o coagulos formados directamente sobre una
arteria cerebral; por otro lado, la obstruccion de los vasos cerebrales también podria
ser provocada por placas de ateroma que causan estenosis en las arterias. El ictus
isquémico puede dividirse en: isquemia cerebral transitoria (ICT), infarto cerebral
por trombosis, infarto cerebral por embolismo y enfermedad lacunar (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2016).

Cuando se habla de ECV hemorréagica, se esta haciendo referencia a los derrames
cerebrales ocasionados por la lesion de los vasos sanguineos del cerebro.
Generalmente el ictus hemorragico es causado por la presencia de aneurismas
sobre los vasos sanguineos, los cuales son una zona débil en la pared arterial, la
cual puede romperse y provocar la hemorragia. Esta puede dividirse en: hemorragia
intracerebral y hemorragia subaracnoidea (National Institute of Neurological
Disorders and Stroke, 2016)

2.2.3. Isquemia cerebral

Como se menciond antes, la isquemia cerebral que consiste en la interrupcién o
disminucion del flujo sanguineo cerebral en un territorio vascular determinado, lo
cual afecta la disponibilidad de oxigeno y glucosa necesarios para el metabolismo
energético celular, incapacitando asi a las células para mantener su potencial de
membrana en reposo, y a las neuronas para conservar sus propiedades de
membrana eléctricamente excitable (Sosa, y otros, 2008). Esta disminucién del flujo
sanguineo al cerebro causa un dafio neuronal que induce a la muerte celular por
vias apoptoéticas (Tanaka, y otros, 2004)

En la medida en que las condiciones de isquemia prevalecen, las consecuencias
moleculares son mas drésticas, llevandose a cabo la cascada isquemética (Figura
2). Esta cascada empieza con una disminucién en la produccion de energia, una
sobre estimulacion de los receptores de glutamato, la liberacion indiscriminada de
neurotransmisores y dafio de las bombas idnicas; por otro lado culmina con la
entrada de iones de calcio y de sodio al citoplasma, edema celular y vascular, asi
como la activacion de hidrolasas lisosomales que conducen a la muerte celular
aguda en el foco de la isquemia, caracterizado por necrosis tisular (Sosa, y otros,
2008) (Zarco, Gonzales, & Casas, 2008).

La receptacion del glutamato es un proceso dependiente de la energia por lo cual,
en condiciones isquémicas, este se va a acumular en el espacio extracelular, lo que
causa la estimulacion de los receptores NMDA y AMPA, lo que a su vez provoca
excitotoxicidad. Por otro lado, se va a inducir el ingreso de sodio, agua, calcio y cloro
a las células. La entrada de calcio causara que se activen fosfolipasas que van a
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destruir la membrana celular, aumentando la cantidad de &cidos grasos libres y de
radicales libres citotoxicos. Por su parte, el ingreso de sodio y cloro al citoplasma
promueve la difusidn pasiva de agua a la célula, culminando en edema citotéxico.
Todo lo mencionado anteriormente culmina con la apoptosis celular (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2016) (Sosa, y otros, 2008) (Zarco,
Gonzéles, & Casas, 2008).

En la Figura 2 se observan los procesos que ocurren cuando sucede un evento
isquémico, en donde la etapa final es el proceso apoptético.

Hipoxia

Secrecién
de sustoncios
citoloxicas

Destrucdén de parenquima

¥ T ] L T -
1h 3h 6h 24h  48h 1 semana

Tiempo

Figura 2. Esquema de la cascada isquemaética (Sosa, y otros, 2008)

Una vez ocurrida la lesion isquémica, pueden diferenciarse dos areas principales:
una central, donde ocurren los dafios irreparables ocasionados por el infarto; y
periférica a este area, se encuentra la zona de penumbra en la cual las células se
encuentran afectadas, pero pueden recuperarse (Torregrosa, Salom, Jover-
Mengual, & Alborch, 2007).

La penumbra isquémica, a diferencia de la zona central del infarto, esta
caracterizada por tener un tamafio mucho mayor que tiende a disminuir a medida
gue pasa el tiempo, ademas de esto tiene una buena respuesta al tratamiento
clinico. Aunque en esta zona se presenta una lesion funcional, es potencialmente
recuperable (Sanchez-Chavez, 1999).

En la Figura 3, se pueden observar las regiones caracteristicas que se forman
cuando ocurre la isquemia. Hay una region central y una region de penumbra, que
en la imagen esta dividida en 2. La zona a, corresponde a una zona que no esta
exenta de sufrir necrosis ya que puede extenderse la zona central, y la zona b, que
presenta dafio funcional pero tiene la capacidad de recuperarse con el temmmpo
(oligoemia benigna) (Torregrosa, Salom, Jover-Mengual, & Alborch, 2007).
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Figura 3. Areas del infarto. Area central de la lesion y region de penumbra
(Sanchez-Chavez, 1999)

Existen varios factores que van a determinar si la zona de penumbra evoluciona
negativamente hacia el infarto o si sobrevive. Dentro de estos factores se pueden
destacar el grado de circulacién colateral de la zona, la ubicacion de la lesién
isquémica y de la obstruccién arterial (Torregrosa, Salom, Jover-Mengual, &
Alborch, 2007). Esta variabilidad es lo que hace de la zona de penumbra un blanco
para investigaciones con el fin de que esta region recupere su funcionalidad.

La variacion interpersonal en la duracion de la penumbra isquémica, causa que el
tiempo en el cual cada persona pueda recibir una intervencion terapéutica sea
distinto. A pesar de que se sabe que la penumbra isquémica es un blanco potencial
para disminuir el impacto negativo de la isquemia, los farmacos estudiados hasta el
momento no han sido muy eficientes para corregir el dafio neuronal. Esto puede
deberse a que existe un bajo flujo sanguineo que permite la llegada del farmaco a
su lugar de accién o a que cuando ocurre un proceso de isquemia cerebral, muchos
mecanismos moleculares se alteran y s6lo un farmaco no puede no puede actuar
sobre todos ellos. Es por ello que se buscan establecer vias alternativas que actien
sobre la penumbra isquémica para recuperar la funcionalidad de esta zona (Castillo,
Blanco, Rodriguez-Yarfez, Sobrino, & Leira, 2009)

2.2.4. Precondicionamiento isquémico

El precondicionamiento isquémico (PI), también conocido como isquemia transitoria
global no letal, consiste en la realizacién de un breve periodo de isquemia seguido
de reperfusion sanguinea, con el fin de activar mecanismos de proteccion celular
ante episodios posteriores de isquemia (Wang, y otros, 2015). Este mecanismo fue
experimentado inicialmente en 6érganos como el corazon, el higado y el riion y se
ha expandido a otros érganos como el cerebro (Muscari, y otros, 2013).
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El precondicionamiento isquémico puede ser dividido en precondicionamiento
temprano y precondicionamiento tardio, este depende del periodo de tiempo que
haya entre el tratamiento precondicionante y el ictus isquémico. En caso de que este
tiempo sea de una a tres horas, se habla de precondicionamiento temprano en el
cual solo se realizan modificaciones post-traduccionales. Cuando se habla de
precondicionamiento tardio, el periodo de tiempo que se da entre el
precondicionamiento isquémico y la isquemia cerebral es de uno o mas dias, en
este tipo de IP se empiezan a dar modificaciones en la expresion génica de las
proteinas.

Dentro de los primeros estudios realizados con el fin de determinar el efecto del
precondicionamiento isquémico, se encuentra el elaborado por Charles E. Murry.
En su estudio, Murry indujo la isquemia y el precondicionamiento isquémico en el
corazén de distintos grupos de perros y encontré que el tamafio del infarto en el
grupo con el tratamiento precondicionante fue de ~5% en relacién con el grupo
control, quien presentd un porcentaje de infarto de alrededor de 30% (Murry,
Jennings, & Reimer, 1986)

A partir de entonces se han venido realizando gran cantidad de investigaciones, con
el fin de establecer cuales son los mecanismos moleculares que brindan el efecto
protector cuando se da el tratamiento precondicionante. Se ha encontrado que
cuando ocurren periodos de isquemia, ocurre una sobre regulacién de genes
implicados en el metabolismo, transporte celular y transmision sinaptica; el efecto
contrario ocurre en los mismos genes, cuando existe un periodo de
precondicionamiento previo a la isquemia (Stenzel-Poore, Stevens, & Simon, 2004).
Por otro lado, en el 2015 se publicé un articulo, en el cual se encontr6 que las
bombas que regulan el calcio en la mitocondria NCX, aumentaban su expresién
durante el precondicionamiento brindando efectos protectores a las células y
mejorando la capacidad antioxidante de las mitocondrias (Sisalli, Annunziato, &
Scorziello, 2015).

Otros mecanismos moleculares que se han venido relacionando con el
precondicionamiento isquémico son: el aumento de la expresion de la proteina
quinasa C (PKC), la cual fosforila algunas proteinas que se encargan del
crecimiento y la diferenciacion celular (Dave, y otros, 2008); la intervencion en la
cascada de la caspasa-3, la cual est4 implicada en la induccion de la apoptosis y en
la cual actia el precondicionamiento, previniendo la muerte neuronal (Tanaka, y
otros, 2004). Ademas de estos, existen otros mecanismos moleculares que podrian
estar involucrados en el resultado protector del precondicionamiento y que no estan
claramente establecidos todavia.

Actualmente, se cree que los mecanismos moleculares que se activan como
mecanismo de neuroproteccion en el precondicionamiento isquémico, estan
relacionados con algunas vias de resistencia que adquieren las células tumorales
en estados de hipoxia (Muscari, y otros, 2013). De ser esto cierto, podria
investigarse si las moléculas involucradas en el precondicionamiento isquémico
pueden utilizarse como dianas terapéuticas contra las células cancerigenas.
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Investigaciones previas que se han venido realizando en el laboratorio de fisiologia
animal y celular de la Universidad Icesi sobre el precondicionamiento isquémico,
hallaron que se present6 una reduccion significativa en el tamafio del infarto cerebral
cuando se someti6 a precondicionamiento isquémico, en un modelo in vivo de ratas
Wistar. Esto se puede observar en la Grafica 1, en donde se observa que se
presentd una reduccion de aproximadamente 20 puntos en el tamafio del infarto que
paso de ~31% de hemisferio infartado en el grupo de ratas isquémicas al ~11% en
el grupo de ratas que fueron sometidas a precondicionamiento isquémico previo a
la isquemia. Esto es equivalente a una reduccién en el tamafio del infarto de
aproximadamente un 60% del tamafio original

[

Porcentaje de lsquemia, %

=q IPC + Isq

Grafica 1. Tamafio del infarto en el grupo de ratas control, las cuales fueron
sometidas a ictus isquémico VS en el grupo de ratas isquémicas con tratamiento
precondicionante previo a la isquemia (Resultado aun no publicado del laboratorio
de fisiologia animal celular de la Universidad Icesi).

2.2.5. Proteina Akt

La proteina Akt, también conocida como proteina quinasa B, es una protein quinasa
serina/treonina, quien tiene tres isoformas, Aktl, Akt2 y Akt3, las cuales estan
involucradas en procesos de angiogénesis, proliferacion, supervivencia,
metabolismo y crecimiento celular (RCSB PDB: Protein Data Bank, 2015). Estas
tres isoformas se caracterizan estructuralmente por presentar un dominio PH amino
terminal (Pleckstrin homology domain), un dominio central quinasa y un dominio
regulador carboxilo terminal (Song, Ouyang, & Bao, 2005). La proteina Aktl se
expresa en altos niveles en todos los tejidos, Akt2 se expresa principalmente en
organos como el higado, musculo y los adipocitos, y la proteina Akt3 se expresa
principalmente en el cerebro y en testiculos (Chan, y otros, 2014). En la Figura 4 se
muestra la estructura de esta proteina.
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El dominio quinasa catalitico de la proteina Akt se encuentra en la posicion central
de la molécula, en esta regién también se encuentra el residuo de Thr 308 (en el
caso de Aktl), el cual es caracteristico de la proteina Akt, ya que su fosforilacion
causa la activacion parcial de la proteina antes mencionada. Por otro lado, en el
dominio terminal carboxilo se encuentra la Ser 473 y es el que brinda el entorno
hidréfobo, el cual es necesario para que se fosforile la serina 473 y la treonina 308
de la proteina, causantes de su activacion. Este entorno hidrofobo en la proteina
Akt presenta la secuencia amonoacidica FPQFSY, y se ha encontrado que la
variacion en alguno de estos aminoacidos, afectara la capacidad catalitica de la
proteina quinasa B. Cabe aclarar que se ha encontrado que cuando se fosforila
solamente la Ser 473, la actividad de la proteina es casi nula, pero cuando se
fosforila la Thr 308 su actividad es parcial; por el contrario, la fosforilacién de ambos
aminoécidos, produce la actividad completa de Akt. (Song, Ouyang, & Bao, 2005)

La proteina Akt se encuentra involucrada en la cascada PI3K/Akt, la cual inicia con
la activacion de los receptores tirosina-quinasa que se encuentran en la membrana
celular, los cuales fosforilan al sustrato receptor de insulina (IRS), que a su vez
fosforila a PI3K. Al fosforilarse esta Ultima proteina se induce un cambio
conformacional que permite la union de la subunidad p110, la cual es la subunidad
catalitica. Una vez que la subunidad catalitica se haya unido, PI3K fosforila al
fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) el cual para a ser fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato (PIP3) (Pinzon, Serrano, & Sanabria, 2015). Seguido de esto, la proteina
Akt y PDK1 se unen a el PIP3, seguido de esto, PDK1 fosforila a Akt en la Thr 308
activandose parcialmente. Por otro lado, aunque el mecanismo de fosforilacion de
la Ser 473, aun no estd completamente establecido, se cree que el complejo
MTORC?2 fosforila a Akt en el motivo hidréfobo Ser 473 (Manning & Cantley, 2007).

Figura 4. Estructura de la proteina Akt. Obtenida de PDB (1GZO)

Se ha observado que cada una de estas isoformas influye en la capacidad tumoral
con la que cuentan algunas células. Por ejemplo, se ha encontrado que existe una
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mayor expresion de Akt 2 en las células cancerigenas pancreaticas, mamarias y de
ovario, y de Akt 3 en cancer de prostata y de mama (Pinzon, Serrano, & Sanabria,
2015). Por otro lado, también se ha encontrado que la proteina Akt se fosforila
comunmente en el cerebro cuando este no se encuentra en condiciones isquémicas,
pero luego de ocurrido un evento isquémico y permitida la reperfusion, se ha
observado que hay una aumento significativo en el nivel de fosforilaciéon en el
residuo de serina 473 de esta proteina (Zhao, Sapolsky, & Steinberg, 2006).

Como se menciond antes, la proteina Akt se ha relacionado con varios mecanismos
de supervivencia celular. Esta quinasa, fosforila a Bad en la ser-136, a la
procaspasa 9 en la ser-196, a FRKHL1 y a la GSK3p, lo que causa la inhibicion de
las vias apoptoticas que promueven estas moléculas (Encinas Martin, 2001). Por
otro lado, Akt también fosforila a MAP3KS5, la cual esta relacionada con las vias de
sefalizacion en la apoptosis y al estar fosforilada, disminuye su actividad impidiendo
la apoptosis (RCSB PDB: Protein Data Bank, 2015). Estas no son las Unicas vias
por las que Akt promueve la persistencia celular, por lo cual en el Esquema 1 se
muestran algunos blancos moleculares de la proteina Akt, que causan que esta
tenga caracteristicas a favor de la supervivencia celular. EI Esquema 1, se realiz6
con base en las siguientes referencias: (Encinas Martin, 2001), (RCSB PDB: Protein
Data Bank, 2015), (Pinzén, Serrano, & Sanabria, 2015), (Sadidi, Lentz, & Feldman,
2009) (Ahmed, Grimes, Bellacosa, Chan, & Tsichlis, 1997) (Cherry & Stella, 2014),

(-)
Bad
Proteina
quinasa B

Esquema 1. Blancos moleculares de la proteina Akt. (+) = Activa. (-) = Inhibe

Por otro lado, se ha encontrado que la proteina Akt, juega un papel importante en
las enfermedades cerebrovasculares y neurodegenerativas, ya que la gravedad de
estas patologias va a depender en gran medida de la expresion de esta proteina.
Se ha visto afectada su actividad en los procesos de isquemia cerebral, ya que se
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ha encontrado que en situaciones de hipo perfusion, su actividad se ve disminuida,
(Stanojlovic, y otros, 2015). Por otro lado, también se ha encontrado un aumento en
la fosforilacion de Akt durante la isquemia, lo que se explica como un mecanismo
que le va a permitir a algunas células sobrevivir después de la oclusion vascular
(Zhou, y otros, 2015).

En un estudio realizado por Friguls, se encontré que una hora después de haber
inducido la isquemia cerebral en ratas, hubo un aumento en la fosforilacién del
residuo de serina 473 de la proteina Akt, y que este aumento es el promotor de la
supervivencia neuronal, ya que esta proteina fosforila un miembro de la familia Bcl-
2 Bad, lo que inhibe la apoptosis (Friguls, Petegnief, Justicia, Pallas, & Planas,
2002).

Es decir, que la cascada PI3K/Akt se encuentra involucrada en los mecanismos de
neuroproteccion durante y después la isquemia, provocando un aumento en la
fosforilacion de Akt, quien a su vez va a activar o inhibir las proteinas mostradas en
el Esquema 1; obteniendo como resultado final la respuesta neuroprotectora (Ishrat,
Sayeed, Atif, Hua, & Stein, 2012). Como se ha visto hasta el momento, por distintas
vias Akt inhibe la muerte celular, por lo cual esta proteina actualmente es un blanco
atractivo para investigaciones, con el fin de establecer su funcion dentro de los
procesos de proteccion celular en condiciones de estrés, como la isquemia cerebral.

2.2.6. Precondicionamiento isquémico y la proteina Akt

Teniendo en cuenta la informaciéon mostrada anteriormente, se ha tratado de
establecer si existe alguna relacion entre el precondicionamiento isquémico (Pl) y la
expresion y fosforilacion de la proteina Akt. Uno de los primeros estudios realizados
al respecto fue en ratas en el afio 2000, donde concluyeron que el nivel de la
expresion total de Akt no se influenciaba por el precondicionamiento isquémico y
que ademas se veia disminuida su fosforilacion en la Serina 473 después de 10
minutos de reperfusion, permitidos luego de haber obstruido las arterias carétidas
por un periodo de 3,5 minutos (Reperfusiéon temprana). (Namura, Nagata, Kikuchi,
Andreucci, & Alessandrini, 2000).

El rol de la proteina Akt, en el efecto protector que brinda el precondicionamiento
isquémico es algo controversial, ya que muchos autores han afirmado que la
proteina Akt no esta involucrada con la proteccion dada por el precondicionamiento
y por el contrario, otras investigaciones afirman que si existe una proteccién debido
al aumento de la proteina Akt fosforilada. A pesar de esta controversia, en la
mayoria de las investigaciones se ha observado que después de la reperfusion se
aumenta el nivel de fosforilacién de la proteina Akt, seguido de una disminucién
progresiva, cuando hay un precondicionamiento previo, se observa un pico en el
nivel de esta fosforilacion (Zhao, Sapolsky, & Steinberg, 2006).

A partir de entonces se ha seguido estudiando la relacion existente entre esta
proteina y el Pl. Se ha encontrado que en un modelo in vivo de ratas Sprague-
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Dawley, siguiendo el procedimiento MCAO (Middle Cerebral Artery Occlusion), el
precondicionamiento prolonga la fosforilacion de la proteina Akt y protege las
neuronas en la region de penumbra ya que se aumenta su actividad (Zhou, y otros,
2015). Por otro lado, cuando se realiz6 el precondicionamiento isquémico en la
retina de un modelo in vivo de ratas, se encontré que el Pl en la retina provoco su
proteccion por la activacion de la via PI3K/Akt, de acuerdo con cada isoforma de la
proteina Akt (Dreixler, y otros, 2009).

Esta relacion se ha establecido en varios tejidos y érganos distintos. Por ejemplo,
se encontrd que una de las vias que ofrece la mayor cardioproteccion en el Pl esta
caracterizada por la activacion de la proteina Akt y Erk 1/2 durante la reperfusion al
miocardio (Williams, Waksman, De Silva, Jacques, & Mahmoudi, 2015). Esta
activacion, no sé6lo aumenta la supervivencia celular, sino que también reduce el
tamafo del infarto de miocardio (Lai, Tang, Chiang, Tseng, & Huang, 2015).

Hallazgos similares se han encontrado en el rifidén de ratas Sprague-Dawley, en
donde el precondicionamiento isquémico renal protege este érgano, gracias a la
fosforilacién de la proteina Akt después del episodio isquémico y a la activacion de
la 6xido nitrico sintasa (Tsutsui, y otros, 2013). Se ha encontrado también, que
cuando se realiza el precondicionamiento isquémico en la arteria femoral izquerda
de ratas Sprague-Dawley, se produce la renoproteccién frente a un medio de
contraste posterior, al que fueron sometidos estos animales. Aunque el mecanismo
de proteccion no esta establecido, se cree que el aumento de la fosforilacion de la
proteina Akt y de GSK-3B debido al precondicionamiento, son los responsables de
este proceso (Liu, y otros, 2015). Debido a los hallazgos que se han mencionado
antes, se considera a la relacion entre en precondicionamiento isquémico cerebral
y la proteina Akt un atractivo foco de investigacion para determinar un mecanismo
neuroprotector frente a la isquemia cerebral.

2.2.7. O-GlcNAcilacion

La O-GIcNAcilacion, al igual que la fosforilacion, es una modificacion post-
traduccional reversible que se ha encontrado principalmente en el citoplasma vy el
ndcleo de las células. Esta modificacion corresponde a la adicion covalente de un
grupo N-Acetilglucosamina sobre el grupo hidroxilo presente en los residuos de
serina y treonina de las proteinas. La adicion del grupo N-Acetilglucosamina sobre
estos aminoacidos es catalizada por la OGT quien utiliza la UDPGIcNAc como
donante del grupo de glucosamina. (Zeldan & Hart, 2010)

Se ha encontrado que esta modificacidén post-traduccional es importante, ya que en
condiciones de estrés, activa vias de sefializacién que promueven la supervivencia
celular (Jensen , Johnsen, Kristiansen, Zachara, & Botker, 2013). Es por esto que
es importante determinar si el efecto protector que dado por el precondicionamiento
isquémico esta mediado por estas modificaciones
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Una fraccion de al rededor del 2-3% de la glucosa que consumimos se va a la via
de las hexoxaminas para posteriormente convertirse en UDP-N-acetil-glucosamina
(UDPGIcNACc), quien es el sustrato de la OGT (Issad, 2010). La ruta de las
hexoxaminas empieza con la sintesis de glucosamina-6-fosfato a partir de la
fructosa-6-fosfato y de la glutamina mediada por la enzima L-glutamina-6-fructosa-
fosfato amidotransferasa (GFAT). Esta glucosamina-6-fosfato sera el precursor de
la uridina-5-difosfato-N-acetilglucosamina (UDPGIcNACc), en este punto, la OGT
catalizara la adicion de O-GInAc a los residuos de serina y treonina de las proteinas.
Ver Figura 5. (Jensen , Johnsen, Kristiansen, Zachara, & Botker, 2013) (Issad, 2010)
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_mp . A
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Figura 5. Via de sintesis de las hexosaminas. Ciclo de O-GIcNAcilacion (Issad,
2010)

Por otro lado, a diferencia de las fosforilaciones, las cuales estan mediadas por gran
cantidad de distintas fosfatasas y quinasas, las glicosilasiones solo estan mediadas
por la N-acetil-D-glucosamidasa (O-GIcNAcasa) y por la O-link-N-acetil-
glucosaminiltransferasa (OGT) (Issad, 2010). Se ha encontrado que pueden existir
diversas relaciones entre las fosforilaciones y las glicosilaciones de acuerdo con el
sustrato, tal como se puede ver en la Figura 6.

En la Fig 6.A. se puede observar una relacion competitiva en el sitio de union del
mismo aminoacido, esto quiere decir que la proteina puede ser fosforilada o
glicosilada en el mismo residuo, pero no se pueden dar ambas modificaciones al
mismo tiempo. La Fig 6.B. corresponde a la unién reciproca en diferentes residuos,
esta relacion indica que la proteina se fosforila o se glicosila en residuos distintos
de la proteina, pero estas modificaciones post-traduccionales tampoco pueden
ocurrir al mismo tiempo. La Fig 6.C. muestra la union simultanea en diferentes
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residuos, en otras palabras explica que las glicosilaciones y las fosforilaciones
pueden suceder paralelamente en distintos residuos aminoacidicos de las
proteinas. Por ultimo, la Fig 6.D. refleja la situacion de union reciproca dependiente
o unién simultanea, en la cual la proteina puede encontrarse fosforilada y glicosilada
simultdneamente, o la proteina puede encontrarse solamente glicosilada en un
residuo completamente distinto (Zeldan & Hart, 2010).

A Competitive occupancy at same site

mye ] - By = ——"
TAD HLH TAD HLH

= m ' =

C/EBPR RD DBD
TAD RD DBD TAD

C Simultaneous occupancy at different sites

IRS-1 ‘L | | L™ | 514 E: g:Ell ||12¢2
PRD

PHD PTBD SRD

D Site-dependent reciprocal or simultaneous eccupancy

CaMKIV &:ﬂm oA | ﬁﬂm

AD PKD CaMBD AD PKD CaMBD

Figura 6. Cuatro relaciones distintas entre la O-GlcNacilacion y la fosforilacion en
los sustratos de distintas proteinas (Zeldan & Hart, 2010)

Se han realizado investigaciones para determinar si el efecto neuroprotector
brindado por el precondicionamiento isquémico esta mediado por este tipo de
glicosilaciones. Una de estas investigaciones fue la realizada por Rebekka Jensen
junto con su grupo de investigacion, en el cual aislaron corazones de ratas Wistar
que fueron sometidas a precondicionamiento isquémico, encontraron que el
precondicionamiento causa la disminucion significativa en el tamafio del infarto, el
aumento en el nivel de O-GIcNAciones, de la enzima O-GIcNA transferasa, ademas
del aumento de la actividad de esta ultima enzima (Jensen , Johnsen, Kristiansen,
Zachara, & Botker, 2013)
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo general

Evaluar la expresion y fosforilaciéon de la proteina Akt en un modelo in vivo de
precondicionamiento isquémico en ratas Wistar por medio de la técnica Western
Blot

2.3.2. Objetivos especificos

e Comparar la expresion total de la proteina Akt en la corteza cerebral de ratas
Wistar isquémicas sometidas a precondicionamiento isquémico y en ratas
isquémicas que no fueron sometidas al tratamiento pre condicionante

e Comparar la fosforilacién de la proteina Akt en la corteza cerebral de ratas
Wistar isquémicas sometidas a precondicionamiento isquémico y en ratas
isquémicas que no fueron sometidas al tratamiento pre condicionante
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2.4. METODOLOGIA UTILIZADA

2.4.1. Biomodelo de estudio

Ya que para la realizacion de este proyecto, se utiliz6 un modelo in vivo, fue
necesaria la aprobacién por parte del comité de ética. Esta aprobacion se encuentra
en el Anexo 1.

Se seleccionaron ratas macho de la especie Rattus norvegicus, de la cepa Wistar,
gue tenian alrededor de 12 + 2 meses de edad, cuyo peso era de 320 + 20 g. Las
ratas seleccionadas se repartieron equitativamente en los siguientes grupos, con
n=4:

Grupo A: Sin precondicionamiento isquémico y con isquemia cerebral

Grupo B: Con precondicionamiento isquémico y con isquemia cerebral

2.4.2. Tratamiento precondicionante

A las ratas que conformaron el grupo B se les realiz6 el siguiente tratamiento:

Una vez realizada la evaluacion neurologica de las ratas, se les puso anestesia
general con isofluorano. Después de anestesiadas, se realizé una incisién en su
cuello, especificamente en la linea media ventral, seguida de la disecacién de las
fibras nerviosas circundantes, con el fin de ubicar las arterias carotidas comunes.
Una vez ubicadas, se pinzaron con un clamp vascular obstruyendo el flujo
sanguineo a todo el cerebro durante tres minutos (durante este periodo ocurrié una
isquemia transitoria global no letal). Después de transcurridos los tres minutos, fue
permitida la reperfusion sanguinea al cerebro de los animales y se cerro la incisién
que se habia realizado en el cuello.

Las ratas del grupo B fueron sometidas a isquemia cerebral focal una hora después
de haber realizado el tratamiento precondicionante. A las ratas del grupo A se les
realizé toda la cirugia mas no fueron sometidas a la obstruccion de las arterias
carotidas comunes, por lo cual no tuvieron precondicionamiento, es por esto que
este grupo recibié un precondicionamiento SHAM.

En el Anexo 2 se pueden encontrar los parametros que se tenian en cuenta en la
evaluacion comportamental de las ratas del test de Garcia, antes y después de
haber sido inducida la isquemia y la grafica del resultado del test de Garcia de los
dos grupos objeto de estudio antes del sacrificio. En la Grafica 3, presente en el
mismo anexo, se puede observar que hubo un mayor puntaje del test de Garcia en
el grupo que recibid tratamiento pre-condicionante.

28



2.4.3. Isquemia cerebral focal

Las cirugias fueron ejecutadas bajo en modelo MCAO (Middle Cerebral Artery
Occlusion). El modelo MCAO consisti6 en, una vez anestesiadas las ratas, se
realiz6 un corte longitudinal en su cuello con el fin de ubicar la arteria carétida
externa, la cual se aisl6 para introducir posteriormente un filamento de nylon a través
de esta. El filamento se introdujo hasta que lleg6 al punto de inicio de la arteria
cerebral media, de tal forma que se impidio el flujo sanguineo hacia la parte derecha
del cerebro de la rata (Chiang, Messing, & Chou, 2011). Al final de todo el
procedimiento se cerro la herida de la rata con el extremo del nylon sobresaliendo.
Noventa minutos después de haber iniciado la isquemia se retird el flamento para
permitir que la sangre fluyera nuevamente al cerebro y seguido de esto se realizo la
evaluacion neuroldgica de cada una de las ratas. Cuatro horas y media después de
haber iniciado la reperfusién sanguinea al cerebro de las ratas, se anestesiaron y
sacrificaron para extraer sus cerebros, los cuales se congelaron rapidamente en
nitrogeno liquido y conservaron en el congelador a -80 grados centigrados. Antes
de congelar los cerebros, se separd la corteza cerebral, quien era el tejido de interés
de este proyecto.

A continuacién se presenta un esquema de los tratamientos que recibieron los
grupos A y B, indicando dentro de cada caja la duracion en minutos, de los
procedimientos experimentales que regulan la reperfusion sanguinea al cerebro
(Esquema 2).

Pre Isquemia | | Reperfusion
erpo condicionamiento Estable a , P , Sacrificio
SHAM 3 90 270
Pre ., . -z
Grupo - . Reperfusion Isquemia Reperfusion e
condicionamiento Sacrificio
B 3 60' 90' 270'

Esquema 2. Duracién de los procedimientos experimentales que regularon la
reperfusion sanguinea al cerebro
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2.4.4. Western Blot

Para la realizacién de este procedimiento se utilizé como guia el protocolo utilizado
por Juliana Quintero en su proyecto de grado (Quintero, 2014), el Procedimiento
Operativo Estandar (POE) para la realizacién de Western Blot del laboratorio de
Fisiologia Animal y la guia para western blot de la empresa Abcam.

2.4.4.1. Preparacion de la muestra

La corteza de cada uno de los cerebros de las ratas fue homogenizada para evitar
la degradacion de las proteinas por accion de las fosfatasas, proteasas y O-
GIcNAcasas. Se realizd la homogenizacién de las muestras con buffer de lisis
1:1000 con PUGNAC, inhibidor de fosfatasas e inhibidor de proteasas. La muestra
anterior se sometié a centrifugacion a 13000 rpm por 3 minutos y bajo una
temperatura de 4°C. Se conservo el sobrenadante a -80°C

Para la realizacion del siguiente paso del western blot, que es la electroforesis, era
necesario depositar 40ug de proteina en cada carril del gel, por lo cual se realizé
una curva de calibracion utilizando el método de Bradford. El reactivo de Bradford
es hidrofébico y al unirse a las proteinas (entorno hifr6fobo), tornara la solucién de
color azul; por el contrario, cuando se encuentra en medio acuoso con &cido
fosforico, la solucion es de color pardo.

Se realiz6 la curva de calibracion estandar con diferentes diluciones de un stock de
albumina de suero bovino (BSA) 0,125 ug/uL, con buffer fosfato salino (PBS) 1X a
595nm. De acuerdo con el proveedor del reactivo de Bradford, el rango de la
concentracion de BSA debe ser entre 1,2-10 pg/mL para poder realizar el ensayo.
En la siguiente tabla se observan las concentraciones que se obtuvieron para
realizar la curva de calibracion y los volumenes del estandar de BSA y de PSB 1X
(Bio-Rad Laboratories, s.f.).
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Tabla 1 Diluciones de BSA 0,125 para la realizacion de la curva de calibracion

Concentracién PBS Volumen del Volumen
final de BSA 1X estandar de del reactivo

png/mL BSA de
(0,225pg/mL) Bradford

1 792 8 200

2 784 16 200

3 776 24 200

4 768 32 200

5 760 40 200

6 752 48 200

7 744 56 200

8 736 64 200

9 728 72 200

10 720 80 200

La curva de calibracion obtenida a partir de las diluciones mostradas en la Tabla 1,
se observa en la siguiente gréafica

Curva de estandarizacion BSA
0,2500
y =0,0147x + 0,0496

0,2000 R?=0,994 -
£
=
2 0,1500
c
S
§ 0,1000
K]
©

0,0500

0,0000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion de estandares ug/mL

Grafica 2. Curva de calibracion de las diferentes diluciones del estandar de BSA
con el ensayo Bio-Rad a 595nm

Una vez realizada la curva de calibracion, se tomé 1L del homogenizado realizado
en el paso anterior y se diluyé en 1000 yL de PBS 1X. De esta dilucion se tomo 1
uL y se diluyo en 1mL de PBS1X (Este paso se repitid una vez mas). De la ultima
solucion se tomaron 500 uL para ser diluidos en 300 uL de PBS 1Xy en 200 uL de
reactivo de Bradford. Por ultimo se midio la absorbancia a 595nm, 25 minutos
después de haber adicionado el reactivo de Bradford. Esto se realizd con el fin de
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determinar la concentracion de la proteina en cada grupo homogeneizado y a su
vez la cantidad de muestra que se depositd en cada pozo del gel de electroforesis.
Las absorbancias obtenidas del homogenizado de la corteza de los grupos
experimentales se observa en la Tabla 2.

Tabla 2 Cantidad de muestra, buffer de carga y agua para servir 20uL en cada pozo

Grupo Experimental A B
Absorbancia promedio 0,135 0,172
Concentracion de 23238 33374
proteina (ug/mL)
Cantidad de proteina a 40 40
agregar en cada pozo
(H9)
Volumen a tomar del 1,721 1,119
homogenizado (uL)
Volumen del Buffer de 10 10
Carga (uL)
Volumen de agua (uL) 8,279 8,801
Volumen a servir en cada 20 20
PoZzo (pL)

*La concentracion de proteina presente en el homogenizado se calcul6 a partir de
la ecuacion de la recta presente en el Grafico 1, siguiendo la Ley de Beer-Lambert.
La muestra de estos célculos se puede observar en el Anexo 3.

2.4.4.2. Electroforesis

Se realiz6 la separacion de las proteinas del homogenizado obtenido anteriormente
utilizando técnicas electroforéticas.

El primer paso es la realizacién del gel de poliacrilamida al 8% con los componentes
y cantidades que se encuentran en la Tabla 3
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Tabla 3. Componentes con sus respectivas cantidades, necesarios para hacer el
gel de poliacrilamida

Componentes Running gel Stacking gel
Agua destilada 11,5mL 4,1mL
Acrilamida 30% 6,7mL 1,0mL
Tris 1,5M pH 8,8; 6,3mL  pH 6,8; 750 pL
SDS 10% 250 pL 60 pL
Persulfato de amonio 10% 250 pL 60 pL
TEMED 15 uL 6 pL

La cantidad de muestra que se determiné (con la curva de concentracion) que debia
depositarse en cada pozo, se diluyé con agua hasta obtener 10 pyL de dilucién,
adicionalmente se agregaron 10 pL de buffer de carga Laemmli 2X. Esta solucion,
presente en un tubo eppendorf, se calentdé por 5 minutos a 95°C, se centrifugd
durante 30 segundos y por ultimo se sembré en el pozo correspondiente. Este
mismo procedimiento se realizé con cada uno de los homogenizados. En la Tabla 4
se muestra la distribucién de los grupos experimentales en los 8 pozos del gel de
poliacrilamida.

Tabla 4 Distribucion de los grupos experimentales en el gel de poliacrilamida

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8
Muestra MP A B - MP A B -

Se encendi6 la fuente de poder y se empezé a correr la electroforesis bajo las
siguientes condiciones:

e Voltaje: 150V
e Corriente: 0,12 amperios
e Tiempo: 107 minutos

2.4.4.3. Transferencia

Una vez realizada la electroforesis, se realizo la transferencia de la proteina desde
el gel de poliacrilamida a una membrana de fluoruro de polivilideno (PVDF)
impregnada con metanol. Esto se realizo con el fin de inmovilizar las proteinas para
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gue pudieran unirse posteriormente al anticuerpo. Para ello se formé la estructura
mostrada en el Esquema 3.

Papel Membrana Gel Papel

filtro filtro Esponja

Esponja

Esquema 3. Orden en el que se armo el sandwich para realizar el proceso de
transferencia

Después de haber formado esa estructura se realizé el montaje para que las
proteinas se transfieran del gel a la membrana utilizando un buffer de transferencia
y se encendié la fuente de poder bajo las siguientes condiciones:

e Voltaje: 150V
e Corriente: 0,6 amperios
e Tiempo: 120 minutos

24.4.4. Bloqueo

Con el fin de reducir uniones inespecificas del anticuerpo, se realizé el bloqueo de
la membrana. Para ello, se utilizé una solucion de Tris buffer salino (TBS), tween 20
y albumina de suero bovino (BSA) al 3%, la cual entré en contacto con la membrana
durante una hora, a temperatura ambiente, 13rpm y un angulo de 15°.

2.4.4.5. Hibridacion de los anticuerpos

Después de haber realizado el bloqueo de la membrana, se llevd a cabo la
incubacion de los anticuerpos primarios especificos, a 4°C durante toda una noche
y con agitacion constante. Estos anticuerpos estuvieron diluidos en la misma
solucion con la que se realizo el bloqueo de la membrana (TBST + BSA 3%). Los
anticuerpos primarios utilizados se encuentran en la Tabla 5.

Una vez terminado el periodo de incubacién con anticuerpo primario se lavo la
membrana de PVDF cinco veces con TBST 1X durante cinco minutos cada vez, con
el fin de eliminar los restos de anticuerpos. Luego de estos lavados, se realizé la
incubacion del anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente.
Este anticuerpo (anti hospedero) estuvo conjugado con peroxidasa de rdbano vy, al
igual que los anticuerpos primarios, se encontraba diluido en la con la solucion de
bloqueo (TBST + BSA 3%) en una proporcién 1:3000

Cuando finalizé el tiempo de incubacion se procedio a lavar la membrana con TBST

1X, de la misma forma que se lavé la membrana con anticuerpo primario, con el fin
de eliminar restos de anticuerpo secundario
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Tabla 5. Anticuerpos primarios que se utilizaron en el Western Blot

Anticuerpo Dilucion (TBST Hospedador Marca
+ BSA 3%)

AKT 1/2/3 H-136 1:500 Conejo

B-actina 1:500 Rata

p- AKT ser 473 1:500 Conejo BioRad

p-AKT thr 308 1:300 Conejo

RL2 (anti O- 1:500 Rata

GIcNAc)

2.4.4.6. Deteccion

Se utilizé un método de deteccion indirecto por medio de quimioluminiscencia. Para
esto, se incubd la membrana de PVDF durante cinco minutos con solucion
quimioluminiscente de revelado, la cual estd compuesta por peréxido de hidrogeno
y luminol. Una vez que hubieron transcurrido los cinco minutos se retir6 la solucion
de revelado y se expuso la membrana a la pelicula fotografica. Esta pelicula
fotografica se paso por el equipo de revelado ubicado en el cuarto oscuro. Esto se
realiz6 con el fin de obtener una pelicula con bandas correspondientes a la proteina
Akt total, a la proteina Akt fosforilada y a las glicosilaciones de tipo O-GIcNAcilacion
presentes en las membranas.

2.4.4.7. Stripping

Este paso se realizdé con el fin de remover todos los anticuerpos que estaban
presentes en la membrana PVDF y asi poder utilizarla en la hibridacién con el
anticuerpo de actina y el RL2, donde se retom¢ desde el paso del bloqueo. Para ello
se realizo 1 lavado con TBST 1X de cinco minutos, 2 lavados con la solucién de
stripping de diez minutos cada uno, 2 lavados con PBS 1X de diez minutos cada
uno y un lavado con TBST 1X de cinco minutos.

2.4.5. Densitometriay Analisis estadistico

Se usé el software Imaged, con el fin cuantificar la intensidad de la banda
correspondiente a la proteina AKT, la proteina AKT fosforilada y las proteinas
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glicosiladas. Después de esto se llevdo a cabo la normalizacion de los datos
utilizando la intensidad de la proteina control de B- actina.

Se calculo el promedio y la desviacion estandar de cada uno de los grupos, ademas
de esto se determind la distribucién normal de los residuos por medio de la prueba
Kolmogdérov-Smirnov, y la homogeneidad de las varianzas a través de la prueba de
Levene.

Por altimo, se realiz6 y la prueba t-Student para los valores que cumplieron con la
distribucién normal; en el caso del grupo de p-Akt the308, que no cumplioé con la
prueba de homogeneidad de las varianzas, se realiz6 la prueba Mann Whitney la

cual es la prueba no paramétrica de la t-Student.

2.4.6. Matriz de marco loégico

Tabla 6 Matriz de marco légico

Objetivo general

Objetivos
especificos

Comparar la
expresion total de
la proteina Akt en
la corteza
cerebral de ratas
Wistar sometidas
a
precondicionamie
nto isquémico y
en ratas que no
fueron sometidas
al tratamiento pre
condicionante

Evaluar la expresion y fosforilacion de la proteina AKT en un
modelo in vivo de precondicionamiento isquémico en ratas

Wistar por medio de la técnica Western Blot

Actividades

Selecciéon de las ratas

Wistar y se
presenciara la
realizacion de las
microcirugias.

Realizacion del

tratamiento
precondicionante a
cuatro ratas Wistar,
obstruyendo la arteria
cerebral media por 3
minutos, seguida de la
reperfusion sanguinea
por 60 minutos.

Sacrifico de cada una
de las ratas con la
posterior obtencion de
las cortezas cerebrales
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Indicadores

Resultado del
analisis
estadistico
realizado.

Observacion de
fluorescencia vy
cuantificacion de
la intensidad de
las bandas
correspondientes
a la expresion
total de la proteina
Akt.

Supuestos

Disponibilidad
del experto en
la realizacion
de las
microcirugias.

Disponibilidad
de equipos y
materiales.

Disponibilidad
de del
anticuerpo
especifico
para la
identificacion
de la
expresion total
de la proteina
Akt



Comparar la
fosforilacion de la
proteina Akt en la
corteza cerebral
de ratas Wistar
sometidas a
precondicionamie
nto isquémico y
en ratas que no
fueron sometidas
al tratamiento pre
condicionante

y homogenizacion de
las muestras.

Corrida de la
electroforesis para
separar la proteina.

Realizacion del
Western Blot con un
anticuerpo especifico
para la expresion total
de la proteina Akt.

Realizacion de la
densitometria 'y el
andlisis estadistico.

Seleccion de las ratas
Wistar y se
presenciara la
realizacion de las
microcirugias.

Realizacion del

tratamiento
precondicionante a
cuatro ratas Wistar,
obstruyendo la arteria
cerebral media por 3
minutos, seguida de la
reperfusién sanguinea
por 60 minutos.

Sacrifico de cada una
de las ratas con la
posterior obtencién de
las cortezas cerebrales
y homogenizacion de
las muestras.

Corrida de la
electroforesis para
separar la proteina

Realizacion del
Western Blot con un
anticuerpo especifico
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Resultado del
andlisis
estadistico
realizado.
Observacion de

fluorescencia vy
cuantificacion de
las intensidad de
las bandas
correspondientes
a la proteina Akt
fosforilada

Disponibilidad
de los
laboratorios de
microcirugia y
fisiologia
celular animal

Disponibilidad
del experto en
la realizacion
de las
microcirugias.

Disponibilidad
de equipos y
materiales.

Disponibilidad
de del
anticuerpo
especifico
para la
identificacion
de la
expresion total
de la proteina
Akt

Disponibilidad
de los
laboratorios de
microcirugia y
fisiologia
celular animal



para la proteina Akt
fosforilada.

Realizacion de Ila
densitometria y el
andlisis estadistico.

2.5. RESULTADOS

Se realiz6 la evaluacion de expresion y fosforilacion de la proteina Akt, ademas de
las glicosilaciones presentes en los grupos experimentales, y para ello se utilizé el
control de p-actina (Por cada anticuerpo evaluado, se realizaron cuatro
repeticiones). Esto se realizé por medio de la técnica Wester Blot, los resultados de
esta técnica se pueden observar en las Figuras 7A-10A. Después de realizar la
densitometria se realiz6 el analisis de normalidad de los datos y la prueba de
homogeneidad de las varianzas, los resultados de estas pruebas se pueden
encontrar en los Anexos 4 a 7. Posteriormente, se realizo la prueba t-Student para
realizar la evaluacion por pares, excepto en el grupo de la proteina p-Akt Thr 308,
quien no cumplio con la prueba de homogeneidad de las varianzas por lo cual se
realizé la prueba de Mann Whitney (todo esto se realizé con un nivel de confianza
del 95%).

Evaluacion de la proteina Akt total en corteza de rata

Se encontré que para esta proteina, los datos seguian una distribucién normal y
presentaban homogeneidad en sus varianzas, ya que las pruebas estadisticas
arrojaron un valor p de 0,408 y 0,261 respectivamente. Ademas de esto, se encontro
que el grupo con tratamiento precondicionante presentd un mayor efecto sobre la
expresion de la proteina Akt total que el grupo A, el cual no tuvo tratamiento
precondicionante (Ver Anexo 4). La Figura 7A muestra un resultado de la membrana
hibridada con el anticuerpo AKT 1/2/3 H-136. En esta Figura se puede observar una
mayor intensidad de la banda correspondiente al grupo B, es decir al grupo que
recibio el tratamiento precondicionante. En la Figura 7B, se puede confirmar que
hubo una mayor expresion de Akt total en el grupo con tratamiento
precondicionante, a pesar de esto, al realizar la prueba t de Student, no se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 7. A. Resultados de la expresion de la proteina Akt total detectados por
Western Blot. B. Cuantificacién de la expresion de la proteina Akt total en la corteza
cerebral del grupo control de ratas isquémicas Vs. del grupo de ratas isquémicas
que recibié tratamiento precondicionante.

Evaluacion de la proteina p-Akt Ser 473

El comportamiento de los datos correspondientes a la proteina Akt fosforilada en la
Ser 473 también siguieron una distribucion normal y presentaron homogeneidad en
las varianzas. Ademas de esto, también se observé un mayor efecto sobre esta
fosforilacién en el grupo del precondicionamiento isquémico (Ver Anexo 5).En los
resultados de las membranas del Western Blot expuestos en la Figura 8A se puede
observar una mayor intensidad en la banda del lado derecho, la cual corresponde
al grupo que recibi6 el precondicionamiento isquémico. Esto se pudo confirmar ya
qgue, una vez realizada la densitometria, se evaluaron los datos utilizando una
prueba t-Student y se encontr6 que hubo diferencias significativas entre los dos
grupos evaluados, presentando una mayor densidad relativa el grupo que fue
sometido a precondicionamiento isquémico (Figura 8B)
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Figura 8. A. Resultados de la fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de Serina
473 detectados por el Western Blot. B. Cuantificacion de la fosforilacion de la
proteina Akt en el residuo de Serina 473 en la corteza cerebral del grupo control de
ratas isquémicas Vs. del grupo de ratas isquémicas que recibié tratamiento
precondicionante.

Evaluacion de la proteina p-Akt Thr 308

Con respecto a los resultados de la proteina p-Akt Thr 308, estos arrojaron que los
datos obtenidos a partir de la densitometria presentaban una distribucion normal
pero que las varianzas no eran homogéneas, es por esto que no se realizd una
prueba t-Student, si no la prueba de Mann Whitney. Con respecto a la grafica de los
principales efectos, en esta se puede observar que la media de los datos del grupo
con el tratamiento precondicionante esta por encima de la media de todos los datos
(Ver Anexo 6). En la Figura 9A se observan los resultados obtenidos de la
membrana del Western Blot, esta figura muestra una mayor intensidad en la banda
correspondiente al grupo B. Esto se puede confirmar con los resultados de la prueba
Mann Whitney, los cuales se encuentran expuestos en la Grafica 5, donde se obtuvo
gue habian diferencias significativas entre los grupos A y B, presentandose mayor
cantidad de fosforilaciones de Akt en la treonina 308 en el grupo B (Ver Figura 9B).
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Figura 9. A. Resultados de la fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de
Treonina 308 detectados por Western Blot. B. Cuantificacion de la fosforilacién de
la proteina Akt en el residuo de Treonina 308 en la corteza cerebral del grupo control
de ratas isquémicas Vs. Del grupo de ratas isquémicas que recibié tratamiento
precondicionante.

Evaluacion de la glicosilacion tipo O-GIcNAc evaluada con el anticuerpo RL2

Por ultimo, los datos obtenidos para las membranas que se hibridaron con el
anticuerpo RL2, seguian una distribucion normal de acuerdo con la prueba de
Kolmogorov y sus varianzas eran iguales de acuerdo con la prueba de Levene (Ver
Anexo 7). Es por ello que se realizé una prueba t-Student para realizar la evaluacion
por pares de los grupos Ay B. En la Figura 10A, donde se ilustra el resultado de la
membrana hibridada con el anticuerpo RL2, se observa una mayor intensidad en
las bandas correspondientes al grupo B. Esto se pudo confirmar, después de
realizar la densitometria, con el resultado de la prueba t-Student la cual arrojé que
habian diferencias significativas entre los dos grupos objeto de estudio,
presentandose mas O-GIlcNAcilacion en el grupo que fue sometido a
precondicionamiento isquémico (Ver Figura 10B).
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Figura 10. A. Resultados de la O-GIcNAcilaciéon por medio del anticuerpo RL2
detectados por Western Blot. B. Niveles de O-GIcNAcilacion en las proteinas de la
corteza cerebral del grupo control de ratas isquémicas Vs. del grupo de ratas
isquémicas sometidas a tratamiento precondicionante
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2.6. DISCUSION

La isquemia cerebral, es una de las dos clases de accidente cerebrovascular y
constituye actualmente una de las principales causas de muerte a nivel mundial, es
por esto que investigaciones alrededor de esta son importantes con el fin de lograr
la reduccién de la mortalidad por esta fuente (National Institute of Neurological
Disorders and Stroke, 2016). El ictus isquémico consiste en la obstruccion de un
vaso sanguineo, impidiendo la llegada de oxigeno y nutrientes al lugar de la
afeccion, esto a su vez provoca la activacion de la cascada isquémica, quien por
diferentes vias va a culminar en la muerte celular por apoptosis (Sosa, y otros,
2008). La cascada isquémica es el evento que ocurre en el sitio principal de la
afeccién, es decir en el area a la cual dejo de llegar el flujo sanguineo; circundante
a esta area, se encuentra la zona de penumbra, en esta zona se produce un dafio
neuronal, no precisamente causado por el evento isquémico si no por las sustancias
citotdxicas producidas por las células del area central del infarto ademas de que la
cantidad de oxigeno que llega a ellas es mas baja de la necesaria para sobrevivir
(Sanchez-Chavez, 1999).

Hoy en dia, el tratamiento utilizado cuando ocurre un evento isquémico es
farmacoldgico, utilizando fibrinoliticos cuyo objetivo es la eliminacion del coagulo y
la restauracion del flujo sanguineo al area afectada, mas no lo es la recuperaciéon
de las células del area de penumbra. Es por ello que se estan uniendo esfuerzos en
las investigaciones con el fin de recuperar esta zona y disminuir el dafio celular, al
buscar nuevas alternativas neuroprotectoras que disminuyan el deterioro celular,
protegiendo las células cerebrales y que puedan recuperar el area de penumbra
(National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2016).

Estudios previos realizados en el laboratorio de fisiologia animal y celular de la
universidad Icesi, utilizando el indicador TTC (Cloruro de tetrazolio), encontraron
una reduccion de mas de la mitad en el tamafio del infarto cuando las ratas Wistar
eran sometidas a precondicionamiento isquémico, previo a un periodo de isquemia
de 90 minutos (Ver Grafica 1). Estos resultados fueron la base para la realizacion
de este proyecto, ya que se desed conocer si la cascada molecular en la que esta
involucrada la proteina Akt fue la responsable de la disminucién del tamafio del
infarto cuando se daba el precondicionamiento isquémico cerebral.

Ademas de esto, en el presente proyecto, la evaluacion comportamental de las ratas
utilizando el test de Garcia (Grafica 3), aunque no fue un resultado estadisticamente
significativo, mostré que los promedios de los puntajes en las ratas con el
tratamiento precondicionante fue mayor, y cuando se observo la rata se not6 de
forma directa, que su aspecto y desempefio en la evaluacion neurolégica fue mejor
en comparacion con las ratas que no recibieron el tratamiento precondicionante.
Este resultado en la evaluacion neurolégica no significativo puede ser debido al
tamafo de la muestra n=4, valor que si fuese aumentado podria arrojar diferencias
significativos en este tipo de evaluacion. Otro aspecto que puede estar relacionado
con el puntaje del Test de Garcia fue la dificultad en aplicar la evaluacion de las
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vibrisas, por esto se deja como recomendacion en el proyecto tratar de evaluar otros
items a nivel neurologico de las ratas o complementar con otro tipo de test
neuroldgico, para aumentar la sensibilidad de los resultados en la investigacion.

Por otra parte, se podria decir que aunque hubo una disminucion en el tamafio del
infarto, es posible que en esta disminucion no se haya visto favorecida parte de la
corteza motora afectada. Es decir que la disminucion del infarto no incluy6 esta
region, provocando que los resultados comportamentales para ambos grupos sean
estadisticamente similares. Ademas, el tiempo de evaluacion tan temprano
(requisito en este tipo de estudio de precondicionamiento temprano) puede
enmascarar las mejoras neuroldgicas, pudiéndose especular que si se evaluaran
las ratas en un tiempo mayor, los resultados podrian ser distintos.

En una revision sobre la proteina Akt realizada por Zhao y su grupo de investigacion
de la Universidad de Stanford, describieron que la via de sefalizacion de la proteina
Akt ha estado involucrada en los mecanismos de supervivencia celular, incluso
después de un accidente isquémico disminuyendo la muerte celular. Ademas de
esto, también encontraron que generalmente la proteina Akt se fosforila en mayor
medida cuando ha ocurrido la reperfusion después de un evento isquémico, lo que
indica que cuando se da la reperfusion, la proteina Akt estd mas activa (Zhao,
Sapolsky, & Steinberg, 2006). Es por esto que esta fue la proteina blanco de estudio
en este proyecto de investigacion.

Expresion y fosforilacién de la proteina Akt

De acuerdo con los resultados mostrados en la seccién anterior, no se encontraron
diferencias significativas en la expresion total de la proteina Akt cuando ocurria el
tratamiento precondicionante en el grupo B (Figura 7B). Esto significa que los
niveles de esta proteina en la corteza cerebral de ratas isquémicas con
precondicionamiento y de ratas isquémicas con precondicionamiento SHAM no se
modifico; o si se dio el proceso de transcripcidbn de genes que codifican para la
proteina Akt en el tiempo de sobrevida del Biomodelo, este proceso fue similar tanto
con tratamiento precondicionante como sin este tratamiento. Es por esto que la
expresion total de proteina Akt analizada en la corteza de las ratas Wistar objeto de
estudio no vario significativamente.

Este resultado puede explicarse ya que como se evaluo el precondicionamiento
temprano, no se da el tiempo suficiente para que ocurra la expresién génica de la
proteina Akt, debido a que el tratamiento precondicionante se realiza una hora antes
de la isquemia letal. Se ha demostrado que la expresidbn génica en el
precondicionamiento tardio, ocurre al menos 24 horas después de realizado el
precondicionamiento isquémico.

Por otro lado, la version fosforilada de la proteina Akt en los residuos objeto de
estudio (Ser 473 y Thr 308) es la forma activa de esta proteina y quien se va a
encargar de activar vias moleculares de supervivencia celular e inhibir las vias pro-
apoptoticas. Debido a esto no se realizo el proyecto de investigacion evaluando
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solamente la expresion total de esta proteina quinasa, sino que también se
evaluaron sus dos versiones fosforiladas (p-Akt Ser 473 y p-Akt Thr 308).

Con respecto a las versiones fosforiladas objeto de estudio de la proteina Akt, se
encontré que hubo diferencias significativas de las fosforilaciones entre el grupo A
y el grupo B, con un mayor nivel de fosforilaciéon en el grupo B (Ver Figuras 8B y
9B). Este resultado se pudo observar tanto en la fosforilacion de la Serina 473 y
como de la Treonina 308. COmo se menciono en la seccion del marco teorico, la
proteina Akt presenta su actividad maxima cuando los dos residuos (Ser 473y Thr
308) estan fosforilados y una actividad parcial cuando solo se da la fosforilacion en
la Thr 308 (Song, Ouyang, & Bao, 2005). Al encontrarse que hubo diferencias
estadisticamente significativas en la fosforilacion de estos dos aminoacidos
evaluados en los grupos A y B, y que la tendencia siempre fue a una mayor
fosforilacion en el grupo B, se puede inferir que al realizar el tratamiento
precondicionante, la proteina Akt es fosforilada por distintas vias como mecanismo
neuroprotector ante un episodio posterior de isquemia.

Ademas de lo anterior, al relacionar los resultados obtenidos en las Figuras 8B y
9B, con los presentes en la Figura 7B, se puede concluir que a pesar de que no
hubo mayor expresion de la proteina Akt, la cantidad de proteina Akt presente en la
corteza cerebral de las ratas va a tender a fosforilarse en mayor medida (en Ser 473
y Thr 308) cuando ocurre el precondicionamiento isquémico como forma de
proteccion celular aumentando su actividad; por otro lado, al observar los resultados
de la Grafica 1, podria inferirse que la disminucion en el tamafo del infarto
observada en estudios previos del laboratorio, esta relacionada con el aumento en
la fosforilacién de los residuos Ser 473y Thr 308 de la proteina Akt. Estos resultados
sugieren que, aunque el nivel total de la proteina Akt no presentd diferencias
significativas entre los dos grupos que fueron objeto de estudio, cuando se da el
tratamiento precondicionante sobre las ratas, la proteina Akt va a ser fosforilada en
su Ser 473 y Thr 308, lo cual disminuird la muerte celular y/o aumentara la
supervivencia neuronal, y esta a su vez podria ser la causa de la disminucién del
tamafio del infarto observada en la Grafica 1.

Por otro lado, investigaciones previas realizadas en el laboratorio de fisiologia
animal celular de la universidad Icesi, encontraron que la proteina Akt y la proteina
GSK-3B, estuvieron involucradas en el mecanismo de neuroproteccion ofrecido por
la glucosamina, cuando ocurre un evento isquémico (Quintero, 2014) (Viveros
Araque, 2014). La proteina GSK-3B o glucdgeno sintasa quinasa 3-beta es una
proteina que se inhibe al ser fosforilada en su Ser 9 por la proteina Akt, cuando esta
ultima se encuentra activada (Endo , Nito, Kamada, Nishi, & Chan, 2010). Se ha
encontrado que la proteina GSK-33 causa la apoptosis al inhibir los factores de
transcripcion que promueven la supervivencia y activando a factores de
transcripcion pro-apoptoticos (Jacobs , y otros, 2012)

A partir de lo anterior, podria decirse que si hubo una mayor actividad de la proteina

Akt en la corteza cerebral de las ratas del grupo B, se esperaria que también hubiese
mayor cantidad de proteina GSK-3f fosforilada es decir, inactiva, y por ende la

45



muerte neuronal por vias apoptoticas se veria disminuida. Este mecanismo
molecular explica como el precondicionamiento isquémico y la proteina Akt
promueven la supervivencia celular y disminuyen el tamafio del infarto que se
observa en la Grafica 1, tal y como lo han encontrado otros autores (Song, Ouyang,
& Bao, 2005) (Zhao, Sapolsky, & Steinberg, 2006).

O-GIcNAcion evaluada con el anticuerpo RL2

Con respecto a la glicosilacion de tipo O-GIcNAc evaluada con el anticuerpo RL2,
se encontr6 que estd modificacion post-traduccional presenté diferencias
significativas entre los dos grupos evaluados, encontrandose que se realizd en
mayor medida esta modificacion cuando se sometio a la rata a precondicionamiento
previo al ictus isquémico. Se ha encontrado que el incremento de las O-
GlIcNAcilacion protege al corazén de las ratas y los ratones contra el dafio
provocado por los eventos isquémicos, al disminuir el estrés oxidativo mitocondrial
(Hirose, y otros, 2011) (Liu J. , 2006) (Vaidyanathan, Durning, & Wells, 2014). Por
otro lado, también se encontré que este tipo de glicosilacién se ve aumentada en
cerebros con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, protegiendo al
cerebro contra los efectos neurodegenerativos relacionados con la enfermedad
(Vaidyanathan, Durning, & Wells, 2014).

Teniendo en cuenta que varios estudios han encontrado un efecto protector en la
glicosilacién de tipo O-GIcNAc, y que hubo un aumento en este tipo de modificacion
post-traduccional en el grupo que recibié tratamiento precondicionante, se puede
relacionar que el efecto neuroprotector dado por este tratamiento, ademas de estar
mediado por un aumento en la activacion de la proteina Akt, también esta mediado
por un aumento en esta clase de glicosilacion.

A partir de esto puede establecerse una relacion entre el aumento de las
glicosilaciones de tipo O-GIcNAc y de la activacion de la proteina Akt. La técnica
Western Blot utilizando el anticuerpo RL2, muestra las glicosilaciones tipo O-GIcNAc
total, es decir de todas las proteinas que presenten este tipo de modificacion post-
traduccional en el homogenizado de corteza cerebral. Esta modificacion post-
traduccional regula la funcion de muchas proteinas de distintas formas, puede
activarlas, inactivarlas, potenciar su actividad, entre otras. Por lo cual, después de
ocurrido el ictus isquémico, puede especularse que la glicosilacion O-GIcNAc activa
a proteinas que estan encargadas de la activacion de la proteina Akt cascada abajo,
o por el contrario, inhibe a las proteinas que causan la inactivacién de la proteina
Akt. Cualquiera de los dos procesos antes mencionados causo el aumento de la
fosforilacién en los residuos Ser 473 y Thr 308 de la proteina Akt en el cerebro de
las ratas con el tratamiento precondicionante, tal como se evidencia en las Graficas
4y5.

Investigaciones previas han encontrado que la proteina PDK1, quien se encarga de
la fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de Thr 308, es O-GlcNAcilada
inhibiendo la fosforilacion de IRS-1, lo cual, aguas abajo causara la inactivacion de
Akt (Whelan, Dias, Lakshmanan, Lane, & Hart, 2010). Por otro lado, otro articulo

46



también encontro que esta proteina puede ser O-GlcNAcilada lo que es un regulador
negativo en la sefial de la insulina, lo cual reduce al final la activacion de la proteina
Akt (Ruan, Singh, Li, Wu, & Yang, 2013). Al relacionar esta evidencia con los
resultados encontrados en el laboratorio, se puede suponer que el aumento de la
O-GlIcNAcilacion no implica que PDK1 se encuentre O-GIcNAcilada, y por el
contrario, se ha O-GlcNAcilado otra quinasa que se encargara del aumento en la
fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de Thr 308. Por otro lado, con respecto
a la proteina mTORC2, quien es la encargada de fosforilar a la proteina Akt en el
residuo de Serina 473, no se ha encontrado evidencia reciente que sugiera que esta
pueda ser glicosilada afectando su actividad.

En relacién a las fosfatasas que se encargan de la des-fosforilacion de la proteina
Akt en los residuos de Serina 473 y Treonina 308, se ha reportado que las proteinas
encargas de la remocion de los grupos fosfato son la PHLPP (PH domain and
leucine rich repeat protein phosphatase) y la PP2A (protein phosphatase 2A)
respectivamente (Chan, y otros, 2014); este par de proteinas, al desfosforilar a la
proteina Akt se encargaran a su vez de su inactivacion. No se encontré algun reporte
que mencioné que estas proteinas pueden ser O-GIcNAciladas y su posible efecto
sobre estas.

Con respecto a la proteina Akt, se ha encontrado que esta proteina, también puede
sufrir O-GlcNAcilaciones sobre diversos residuos (RCSB PDB: Protein Data Bank,
2016). Relacionando esto con la Figura 6 y con los resultados obtenidos en los
cuales hubo un aumento en la fosforilacién de la proteina Akt en los residuos Serina
473 y Treonina 308, tendriamos que sugerir que si Akt es una de las proteinas en
las que esta aumentando la O-GlcNacilacion, esta estaria al parecer coexisitendo
con la fosforilacion como se muestra en la Figura 6C. Para poder afirmar si la
relacion entre fosforilaciéon y O-GlcNacilacion sobre Akt es de competencia o de
coexistencia, tendriamos que inmunoprecipitar Akt y estudiar por medio de western
blot con el anticuerpo RI2 su grado de O-GlcNacilacién.

Con esto se supone que tanto el aumento en las glicosilaciones, como la activacion
de la proteina Akt podrian ser las responsables de la reduccion del tamafio del
infarto observada en la Gréfica 1. Lo cual indica el efecto neuroprotector brindado
por la via de sefalizacion de la proteina Akt cuando las ratas son sometidas a
precondicionamiento isquémico.

*Inconvenientes técnicos: Durante el periodo de realizacion de las cirugias, las
ratas sufrieron una infeccién pulmonar, por lo cual todas las ratas pertenecientes al
grupo de investigacion tuvieron que ser sacrificadas. Esto causo que no se pudiese
realizar las cirugias correspondientes al grupo control Sham-Sham para evaluar el
estado basal de la proteina Akt y de la O-GIcNAcilacion.
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2.7.

2.8.

CONCLUSIONES

La proteina Akt podria mediar el efecto neuroprotector brindado por el
precondicionamiento isquémico, al aumentar su activacion (fosforilacién)
cuando ocurre un evento isquémico.

El precondicionamiento isquémico no causa un aumento en la expresion total
de la proteina Akt, lo cual indica que no hay una modificacidon en la traduccion
de esta proteina cuando ocurre el ictus isquémico.

La glicosilacion de tipo O-GIcNAc aument6 en el grupo de ratas que fueron
sometidas a precondicionamiento isquémico como un posible mecanismo de
proteccion neuronal

RECOMENDACIONES

Se propone complementar el test de Garcia, con otros tipos de test como el
de 28 puntos, como el utilizado por el laboratorio de neurociencias funcional
y comportamental de la Universidad de Stanford (Anexo 8)

Evaluar la realizacion del tratamiento precondicionante, variando el tiempo
de este, de acuerdo con otro articulos, con el objetivo de observar si el tiempo
de precondicionamiento provoca un cambio en la expresion total de la
proteina Akt

Realizar el procedimiento utilizando un grupo control Sham-Sham, el cual
consiste en que el cerebro de las ratas es extraido sin que a estas hayan sido
sometidas a ictus isquémico y a tratamiento precondicionante. Esto se
sugiere con el objetivo de conocer las cantidades basales de la proteina Akt
total, de su version fosforilada en los residuos de Ser 473 y Thr 308 y de la
O-GIcNAcilacion.

Realizar el procedimiento utilizando un grupo en el cual sélo se sometan las
ratas al tratamiento precondicionante, sin necesidad de la induccion a
isquemia para conocer la expresion total, la fosforilacién (Ser 473 y Thr 308)
de la proteina Akt y la O-GIcNAcilacibn cuando sélo ocurre el
precondicionamiento isquémico

Trabajar con mayor nimero de animales en cada grupo experimental con el
objetivo de aumentar la rigurosidad del analisis estadistico.

Realizar nuevamente el procedimiento mencionado en este proyecto,
evaluando la expresion y fosforilacion de la proteina GSK-38, con el fin de
observar si hay diferencias significativas en su actividad cuando se da el
tratamiento precondicionante.
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Anexo 2. Parametros para la evaluacion neuroldgica de las ratas pre y post-
isquémica utilizando el test de Garcia.

Prueba

Actividad
espontanea (en
la jaula por 5 min)

Simetria de los
movimientos
(cuatro
extremidades)
Simetria de las
patas delanteras
(extension
mientras esta

Sujeta por la cola)

Escalada de la
jaula de metal

Reaccion al tocar
cualquier lado del
tronco

Respuesta a la
estimulaciéon de
las vibrisas

Caminata sobre
el piso

Sin
movimiento

Lado
izquierdo: sin
movimiento

Lado
izquierdo: sin
movimiento,
sin extension

No camina

Calificacion
1 2
Pocos Se desplaza
movimientos  paratocar 1o
2 lados de la
caja
Lado Lado
izquierdo: izquierdo: Se
Movimiento mueve muy
muy pequeiio  despacio
Lado Lado
izquierdo: leve izquierdo: Se
movimiento mueve y
de extension  extiende

No escala

Sin respuesta
en el lado
izquierdo

Sin respuesta

en el lado
izquierdo
Camina en
circulos
solamente

56

menos que el
lado derecho

Lado
izquierdo
débil

Respuesta
débil en el
lado
izquierdo

Respuesta
débil en el
lado
izquierdo
Sigue un
camino
curvilineo

3

Se desplaza
para tocar 3
0 4 lados de
la caja

Ambos
lados:
Movimiento
simétrico

Extension
simétrica

Escalada
normal

Respuesta
simétrica

Respuesta
simétrica

Camina
derecho



18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

PUNTAJE TEST GARCIA

1sQ PISQ (2VO)
GRUPO

Gréfica 3. Resultados promedio de la evaluacion neurolégica de las ratas aplicando
el test de Garcia antes del sacrificio. Donde 1ISQ=Grupo A y PISQ=Grupo B

Ya que las pruebas estadisticas realizadas, tienen un nivel de confianza del 95%,
se plantearon las siguientes hipotesis para los supuestos de normalidad y de
homogeneidad de las varianzas. Si el valor P es mayor a 0,05 se acepta la hipotesis
nula

e Normalidad de los datos
Ho: Los datos tienen comportamiento normal
Ha: Los datos no tienen comportamiento normal

e Homogeneidad de las varianzas

Ho: Las varianzas son iguales
Ha: Las varianzas no son iguales
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Grafica de probabilidad de VALORES
Normal

Media 11,67
Desv.Est. 2,958
95 4 N 9
Ks 0,269
g Valor P 0,060

Porcentaje
8

5,0 7,5 10,0 125 150 17,5 20,0
VALORES

Grafica 4. Prueba de normalidad de los datos comportamentales al realizar la
evaluacion neuroldgica de las ratas obtenidos a partir del Test de Garcia antes del
sacrificio

Ya que el valor P=0,060, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
los datos tiene comportamiento normal

Prueba de igualdad de varianzas para VALORES

Prueba F
Estadistica de prueba 0,09
1SQ{ Fe—— Valor P 0,040
Prueba de Levene

Estadistica de prueba 0,82
Valor P 0,395

1SQ

PREC+ISQ —e !

0 5 10 15 20
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Gréfica 5. Prueba de igualdad de las varianzas de los datos comportamentales al
realizar la evaluacion neuroldgica de las ratas obtenidos a partir del Test de Garcia
antes del sacrificio

Ya que el valor P=0,395, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
las varianzas son iguales

Como los datos siguen un comportamiento normal y las varianzas son iguales se
decidio realizar una prueba t-Student para comparar las medias de los grupos Ay
B. Se plantearon las siguientes hipétesis con un a=0,05
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Ho= Las medias de los dos grupos son iguales
Ha= Las medias de los dos grupos son distintas

Tabla 7. Resultados de la prueba t-Student para comparar las medias de los datos
correspondientes a la evaluacién neuroldgica de las ratas antes del sacrificio
utilizando el test de Garcia.

Table Analyzed Unpaired t test
data
Column B PREC+ISQ
VS. VS,
Column A ISQ
Unpaired t test
P value 0,0959
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=1,923 df=7
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 10,2 £ 0,4899, n=5
Mean + SEM of column B 13,5+ 1,848, n=4
Difference between means 3,3+1,716
95% confidence interval -0,7574 to 7,357
R squared (eta squared) 0,3457
F test to compare variances
F, DFn, Dfd 11,39, 3,4
P value 0,0397
P value summary *
Significantly different (P < 0.05)? Yes

Ya que el valor P=0,2540, se acepta la hipotesis nula, por lo cual se puede afirmar
que no hay diferencias significativas entre las medias de los grupos Ay B
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Anexo 3. Muestra de calculos realizados

Muestra del calculo para determinar la concentracion de proteina en el
homogenizado (Grupo A)

y=mx+b
y = 0,0147x + 0,0496
A= ecl
y=A4=0,135
m=¢l =0,0147
X=c
b = 0,0496

A-b 01350 00496 58095 “9/ ,

= = — 23238 M9
el 0,0147 19 /1 1/4000 /ml

CcC =

Muestra del calculo para determinar la cantidad de muestra a servir en cada
pozo (Grupo A)

40 ug por pozo  1000uL
x
Hmg
23238 %9/, 1mL

=1,721ul

Vagua = 20 uL — (1,721 puL + 10 pL) = 8,279 uL de agua
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Anexo 4. Resultados de la prueba de normalidad, homogeneidad de las varianzas
y de efectos principales para la evaluacion de la expresion total de la proteina Akt
en la corteza cerebral de las ratas objeto de estudio

*Se aplican las mismas hipétesis del Anexo 2

Probability Plot of densidad relativa

Normal
99
Mean 1,192
StDev  0,2089
95 N 8
AD 0,335

= P-Value 0408

80
70
11]
50
40
30

20

Percent

0,6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
densidad relativa

Gréfica 6. Prueba de normalidad de los datos de la expresion de la proteina Akt-

total

Ya que el valor P=0,408, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
los datos tiene comportamiento normal

Test for Equal Variances: densidad relativa vs condicion
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o« = 0,05

Multiple Comparisons
P-Value 0,258
Levene's Test

isquemia }—{ P-Value 0,261

condicion

precond- isquemia | |

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Grafica 7. Prueba de igualdad de las varianzas de los datos de la expresion de la
proteina Akt-total

Ya que el valor P=0,261, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
las varianzas son iguales
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Main Effects Plot for densidad relativa
Data Means

1,35

1,30

1,25
g
S 120

1,15

1,10

isquerria precond- isqueimia
condicion

Gréafica 8. Principales efectos del tratamiento precondicionante sobre la expresion
de la proteina Akt-total

Ya que los datos tienen un comportamiento normal y las varianzas son iguales, se
decidi6 realizar una prueba t-Student para comparar las medias de los grupos Ay
B. Con un nivel del significancia de 0,05 se plantearon las siguientes hipotesis

Ho= Las medias de los dos grupos son iguales
Ha= Las medias de los dos grupos son distintas
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Table Analyzed
Column C

S

Column D

Unpaired t test
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?

Mean = SEM of column C

Mean = SEM of column D

Difference between means
95% confidence interval

R squared

F test to compare variances

F,DFn, Dfd

P value

P value summary

Are variances significantly different?
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Tabla 8. Resultados de la prueba t-Student para comparar las medias de los datos
correspondientes a la expresion de la proteina Akt-total.

Data 2

isquemia

VS

precon- isquemia

0,0951

ns

No
Two-tailed
t=1.979 df=6

1.069 + 0.05625 N=4
1.315+0.1106 N=4
-0.2457 £ 0.1241
-0.5494 to 0.05808
0,3950

3.870, 3, 3
0,2957

ns

No

Ya que el valor P=0,0951, se acepta la hipotesis nula, por lo cual se puede afirmar
que no hay diferencias significativas entre las medias de los grupos Ay B



Anexo 5. Resultados de la prueba de normalidad, homogeneidad de las varianzas
y de efectos principales para evaluar la fosforilacion de la proteina Akt en el residuo
de Ser 473

*Se aplican las mismas hipétesis del Anexo 2

Probability Plot of densidad relativa p-Akt ser 473
Normal
99
Mean 2161
StDev 04644
95 N 8
AD 0,184
90 P-Value 0866
80 L
10
.
T 60
'}
E 50
a 40
30
20
10 »
5
1
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
densidad relativa p-Akt ser 473

Gréfica 9. Prueba normalidad de los datos de la proteina Akt fosforilada en el
residuo de Serina 473

Ya que el valor P=0,866, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
los datos tienen comportamiento normal

Test for Equal Variances: densidad relativa p-Akt ser 473 vs condicion
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Multiple Comparisons
P-Value 0,738
Levene's Test

isquemia | | P-Value 0,679

condicion

precon- isquemia | |

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Gréfica 10. Prueba de igualdad de las varianzas de los datos de la proteina Akt
fosforilada en el residuo de Ser 473
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Ya que el valor P=0,679, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
las varianzas son iguales

Main Effects Plot for densidad relativa p-Akt ser 473

Data Means

26
25
24
23

2.2

Mean

21

2,0

isquemia precon- isquemia

condicion

Gréfica 11. Principales efectos del tratamiento precondicionante sobre la
fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de Ser 473

Ya que los datos tienen un comportamiento normal y las varianzas son iguales, se
decidié realizar una prueba t-Student para comparar las medias de los grupos Ay
B. Se plantean las mismas hipotesis del Anexo 2.
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Table Analyzed
Column A

VS

Column B
Unpaired t test

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean = SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval

Tabla 9. Resultados de la prueba t-Student para comparar las medias de los datos
correspondientes a la fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de Ser 473

Data 1

isquemia

VS

precon- isquemia

0,0070

*%

Yes
Two-tailed
t=4.020 df=6

1.790 £ 0.1417 N=4
2.532 + 0.1183 N=4
-0.7419 £ 0.1846
-1.194 to -0.2903

R squared 0,7293

F test to compare variances

F,DFn, Dfd 1.435,3,3
P value 0,7737

P value summary ns

Are variances significantly different?  No

Ya que el valor P=0,0070, se rechaza la hip6tesis nula, por lo cual se puede afirmar
gue hay diferencias significativas entre las medias de los grupos Ay B
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Anexo 6. Resultados de la prueba de normalidad, homogeneidad de las varianzas
y de efectos principales de la proteina Akt fosforilada en el residuo de Thr 308

*Se aplican las mismas hipotesis del Anexo 2.

Probability Plot of densidad relativa p-Akt thr 308

Normal
99
Mean 04644
StDev 03839
95 N 8
AD 0587

90 P-value 0,083

80
70
60
50
40
30
20

Percent

0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
densidad relativa p-Akt thr 308

Gréfica 12. Prueba normalidad de los datos de la proteina Akt fosforilada en el
residuo de Thr 308

Ya que el valor P=0,083, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
los datos siguen un comportamiento normal

Test for Equal Variances: densidad relativa p-Akt thr 308 vs condicién
Multiple comparison intervals for the standard deviation, a = 0,05

Multiple Comparisons
P-Value 0,016

Levene's Test

isquemia H P-Value 0,024

condicion

precon- isquemia | |

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Gréfica 13. Prueba homogeneidad de las varianzas de los datos de la proteina Akt
fosforilada en el residuo de Thr 308
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Ya que el valor P=0,024, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
las varianzas no son iguales

Mean

08

07

06

05

04

03

0.2

Main Effects Plot for densidad relativa p-Akt thr 308

Data Means

isquermia precon- isquemia

condicion

Grafica 14. Principales efectos del tratamiento precondicionante sobre la
fosforilacién de la proteina Akt en el residuo de Thr 308

A pesar de que los datos siguieron un comportamiento normal, las varianzas no eran
iguales, por lo cual se decidi6 realizar la prueba de Mann Whitney con las mismas
hipétesis de la prueba t-Student presente en el Anexo 2.

Tabla 10. Resultados de la prueba Mann Whitney para comparar las medias de los
datos correspondientes a la fosforilacion de la proteina Akt en el residuo de Thr 308

Table Analyzed
Column A

VS

Column B

Mann Whitney test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Are medians signif. different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
Sum of ranks in column A,B
Mann-Whitney U

Data 1

isquemia

VS

precon- isquemia

0,0286
Exact

*

Yes
Two-tailed
10, 26
0,0000

Ya que el valor P=0,02860, se rechaza la hipétesis nula, por lo cual se puede afirmar
gue hay diferencias significativas entre las medias de los grupos Ay B
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Anexo 7. Resultados de la prueba de normalidad, homogeneidad de las varianzas
y de efectos principales de la O-GlcNAcilacion total evaluada con el anticuerpo RL2

*Se plantean las mismas hipétesis presentadas en el Anexo 2

Probability Plot of densidad RL2

Normal

99
Mean 2,019
StDev  0,5986

95 N 8
90 AD 0411
P-Value 0,174

80
70
60
50
40
30

20

Percent

05 1.0 1.5 2,0 2,5 3,0 3,5
densidad RL2

Gréfica 15. Prueba normalidad de los datos de la O-GIcNAcilacion total evaluada
con el anticuerpo RL2

Ya que el valor P=0,174, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
los datos siguen un comportamiento normal

Test for Equal Variances: densidad RL2 vs condicion
Multiple comparison intervals for the standard deviation, o = 0,05

Multiple Comparisons
P-Value 0,095
Levene's Test

isquemia }—{ P-Value 0,083

condicion

precon -isquemia | |

0,0 0,2 04 06 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

If intervals do not overlap, the corresponding stdevs are significantly different.

Gréafica 16. Prueba homogeneidad de las varianzas de los datos de la O-
GIcNAcilacion total evaluada con el anticuerpo RL2
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Ya que el valor P=0,083, se puede afirmar con un nivel de significancia de 0,05 que
las varianzas son iguales

Main Effects Plot for densidad RL2
Data Means
25
24
23
22
c 2
g 20
19
18
17
16
isquerria precon -isquerria
condicion

Gréfica 17. Principales efectos del tratamiento precondicionante sobre la O-
GlcNAcilacion total evaluada con el anticuerpo RL2

Como los datos tienen un comportamiento normal y las varianzas son iguales se
decidi6 realizar una prueba t-Student para comparar las medias de los grupos Ay
B. Se plantearon las mismas hipotesis expuestas en el Anexo 2.
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Table Analyzed
Column A

S

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean = SEM of column A
Mean = SEM of column B
Difference between means

Tabla 11. Resultados de la prueba t-Student para comparar las medias de los datos
correspondientes a la O-GIcNAcilacion total evaluadas con el anticuerpo RL2.

Data 1

isquemia

VS

precon- isquemia

0,0313
*

Yes
Two-tailed
t=2.797 df=6

1.598 + 0.09998 N=4
2.440 + 0.2841 N=4
-0.8424 + 0.3012

95% confidence interval -1.579 to -0.1053

R squared 0,5659

F test to compare variances

F,DFn, Dfd 8.077,3,3
P value 0,1200

P value summary ns

Are variances significantly different?  No

Ya que el valor P=0,0313, se rechaza la hipoétesis nula, por lo cual se puede afirmar
que hay diferencias significativas entre las medias de los grupos Ay B
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Anexo 8. Aspectos evaluados por el test de 28 puntos realizado por el laboratorio
de neurociencias funcional y comportamental de la Universidad de Stanford

Dar vueltas (Max 4 puntos)

Motilidad (M&x 3 puntos)

Estado general (Maximo 3 puntos)

Reflejo de enderezamiento (Maximo 1 punto)

Colocacion de la pata (Maximo 4 puntos)

Comportamiento en una barra horizontal (M&ximo 3 puntos)
Comportamiento en una barra inclinada (Maximo 3 puntos)
Fuerza de prension (Maximo 2 puntos)

Reflejo contralateral (Maximo 1 punto)

10 Colocacion de las patas delanteras (Maximo 2 puntos)
11.Rotacion contralateral (Maximo 2 puntos)
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