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1. RESUMEN

El estudio del perfil de microRNAs es de suma importancia ya que permite conocer y
predecir los mecanismos moleculares y bioldgicos involucrados en el desarrollo de una
patologia y de sus posibles tratamientos. En esta tesis estandarizamos un modelo de
encefalopatia hipdxico-isquémico (EHI) en grupos de ratas neonatas para identificar los
cambios del perfil de expresidn de los miRNAs asociados al fratamiento con cerebrolisina.
Mediante la obliteracién de la arteria cardtida comuin primitiva (ACCP) izquierda durante
30 minutos y la hipoxia de 100 minutos con mezcla de oxigeno de 8% y 92% de nitrégeno a
un flujo constante de 1 L/minuto, se logré generar un dano neurolégico controlado en ratas
Sprague-Dawley neonatas de 7 dias de nacidas. El daio se caracterizd por la presencia de
fres tipos de convulsiones: tdnicas, clénica y ténico-cldnicas. Utilizando la tincidén de cloruro
de tetrazolio (TTC) se observé un dano severo en el tejido localizado en la corteza temporo-
parietal ipsilateral a la oclusién de la ACCP, que conlleva a deficiencias en los reflejos
primarios, resistencia y locomociéon. Mediante pruebas motoras se evalud el reflejo de
enderezamiento, fuerza de las extremidades, coordinacion y locomocioén. Los resultados
obtenidos son consistentes con lo reportado con la literatura. Para evaluar los mecanismos
involucrados a nivel molecular se realizd un andlisis de microarreglos con muestras de ARN
total correspondientes a los grupos Intacto, Cirl + EHI y EHI + Cereb a dos edades, posnatal
8 (P8) y posnatal 21(P21) en machos. El resultado del andlisis de microarreglos muestra un
patrén de expresion de 105 MiRNAs sobreexpresados e inhibidos en ratas con EHI y el
fratamiento de EHI con cerebrolisina. Los genes blanco asociados a cada miRNA fueron
obtenidos mediante andlisis bioinformdatico en la plataforma TargetScan, sin embargo, en
nuestro estudio fue de interés enfocarnos en factores de crecimiento y ciclinas como genes
blanco. Utilizando la plataforma mirPath se determinaron las vias de sefalizacion
intfracelulares en las que interactUan los MiIRNAs encontrados. De un grupo de miRNAs se
seleccionaron los estadisticamente significativos: rno-miR-494-3p, rno-miR-21-3p, rno-miR-
93-5p (corteza), rno-miR-93-5p (hipocampo), ro-miR-106b y rno-miR-17-5p. Estos
MIiRNAs principalmente estdn asociados a tres vias de senalizaciéon TGF-8, RAP1 y
MAPK, implicadas en procesos de neurorestauracion. De esta manera identificamos
procesos moleculares y bioldgicos que estdn especificamente asociados a la
accion del tratamiento con cerebrolisina en el dano neuroldgico ocasionado por la
EHI.
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2. INTRODUCCION

2.1 Desarrollo cerebral neonatal
El desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) comienza con la formacion

del tubo neural, a partir del ectodermo neural [Semple, et al 2013; Elshazzly
y Caban, 2018; Silbereis, et al 2016] y posteriormente da lugar a la formacion
del cerebro, a este proceso se le conoce como neurulacion [Elshazzly y
Caban, 2018]. Tanto en humanos como en ratas el desarrollo del cerebro
comienza a partir de este momento (Figura 2.1). Este proceso comienza a
mitad de la gestacion en ratas (8-11 semanas de gestacion), mientras que
en humanos comienza en la semana 2 de gestacion [Schepanski, et al 2018;
Semple et al, 2013]. Enratas, a partirde la semana 11 de gestacion comienza
el proceso de neurogénesis, mientras que en humanos comienza en la
semana 4 de gestacion. En esta etapa también comienza la migracion
neuronal alas diferentes regiones del cerebro incluyendo corteza, en el caso
de humanos este proceso dura hasta la semana 28 [Schepanski, et al 2018;
Rakic, 1990]. Posteriormente, se produce la muerte celular o apoptosis que
tiene origen a partir de las 24 semanas de gestacion hasta después del
nacimiento en humanos, en ratas comienza en la semana 15 [Schepanski,
et al 2018; Sharon et al, 2016]. Durante la mitad el segundo trimestre y hasta
después del nacimiento, comienzan los procesos de glicogénesis,
sinaptogénesis y mielinizacion [Schepanski, et al 2018]. La mielinizacién
comienza en el tallo cerebral y se da en la semana 29 de gestacion [Sharon
et al, 2016]. En esta misma etapa se da lugar a la invasion de células gliales.
En ratas, estos procesos comienzan a mitad del embarazo, debido a que la
gestacion murina es mas corta que en el humano [Schepanski, et al 2018].
En la semana 30 de gestacion, se da origen a la formacion de cuatro
estratos de Placas Celulares Piramidales (PCP) PCP1-PCP4. En la PCP4 se
originan las dendritas basales y las dendritas apicales, estas Ultimas se

mantienen inmaduras y sin espinas [Marin-Padilla, 2011]. Por otra parte, en
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la corteza motora se originan cinco estratos de células piramidales: PCP1,
PCP2, PCP3, PCP4 y PCPS5 [Marin-Padilla, 2011]. A partir de la semana 40 en
la corteza motora se da origen al PCPé y se caracteriza por presentar mayor
numero de células piramidales, es gruesa y estd compuesta de materia gris.
La formacidon de este estrato ayuda a desarrollar habilidades motoras Unicas
en el humano conseguidas después del nacimiento [Marin-Padilla, 2011].
Después del nacimiento el cerebro sigue creciendo y para los primeros 2
anos de vida alcanza el 80% de su peso, mientras que, alos 5 anos el tamano
del cerebro es del 90% del tamano del adulto [Dekaban, 1978]. Debido a
que el cerebro del recién nacido es inmaduro y ain hay procesos en
desarrollo como neurogénesis, gliogenesis, sinaptogénesis y mielinizacion el
cerebro es vulnerable a presentar diferentes problemas debido a las
complicaciones durante el embarazo. Enfre las patologias que se
desarrollan estan: pardlisis cerebral, microcefalia, hemorragias cerebrales y
encefalopatia hipdxico isquémica. Esta Ultima fue de nuestro interés

estudiarla debdo a la alta incidencia y tasa de mortalidad.
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2.2 Encefalopatia hipéxico-isquémico (EHI) neonatal
La encefalopatia hipdxico isquémico (EHI) es una de las principales causas

de lesion cerebral en la etapa neonatal, debido a la privacidon de oxigeno
por la reduccion del flujo sanguineo al cerebro en recién nacidos. La
incidencia de EHI varia de 1 a 8 por cada 1000 nacidos vivos en los paises
desarrollados, y es tan alta como 26 por cada 1000 nacidos vivos en paises
subdesarrollados [Douglas-Escobar y Weiss, 2015; Kurinczuk, et al 2010;
Zaitoun, et al 2018]. Del 15% al 20% de los recién nacidos afectados con EHI
mueren en el periodo posnatal y un 25% sufrirdn diferentes discapacidades
[Shankaran, 2012; Selway, 2010] infantiles como: deficiencia visual en la que
se encuentran lesiones en las estructuras visuales neurales, nervio dptico y
drea de la corteza visual; déficits neurolégico permanente, discapacidad de
aprendizaje y memoria, pardlisis cerebral, retraso mental y epilepsia [Zaitoun,
et al 2018; Otani, et al 2019]. La encefalopatia puede presentarse de forma
leve, moderada y severa, por su parte la encefalopatia leve no causa
problemas de déficit motor o cognitivo. Sin embargo, la encefalopatia
severa es la cauda de la muerte de hasta el 85% de los recién nacidos que
la padecen [Shankaran, 2012]. No obstante, la encefalopatia moderada
provoca la perdida de diferentes funciones a largo plazo como son:
problemas de memoria y aprendizaje, déficits motores y de coordinacion,
retraso en el desarrollo, déficits verbales e hiperactividad aumentada
[Shankaran, 2012; Teo, et al 2017].

Las causas mds comunes y factores de riesgo que generan EHI son:

e Preclamsia.

Embarazo post-término.

Restriccidn de crecimiento intrauterino (RCIIU).

Ruptura prematura de membranas (PROM).

Corioamnionitis y villitis.
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Aspiracion de meconio.

Macrosomia.

Desprendimiento prematuro de la placenta.

Placenta previa.

Ruptura uterina.

Doble circular del corddn umbilical.

Prolapso del corddn umbilical.

Distocia fetal.

Cesdrea de emergencia retrasada.

Hipotensidbn materna severa.

Hipertensibn materna.

Hemorragia fetomaterna.

Hemorragia intracraneal o intraventricular.

Parto distocico, (distocia cefdlica), distocia de hombro, distocia de
posicion pélvica y poddlica.

Hipertonia uterina.

Diabetes gestacional, especialmente cuando se acompana de RCIIU
grave.

Accidente cerebrovascular en el momento del nacimiento [Amerian
Baby and Child].

2.2.1 Fisiopatologia de la EHI
La EHI involucra dos cascadas separadas de eventos en humanos, una

dentro de las primeras 72 horas posteriores a la lesién llamada fase aguda a

subaguda y una fase que persiste semanas después llamada fase cronica.

En la fase aguda, hay una falla de energia primaria en el cerebro, a causa

del déficit del flujo sanguineo cerebral que conlleva a una disminucién de

oxigeno y glucosa, lo que disminuye la produccion de trifosfato de

adenosina (ATP) y conlleva a una mayor produccion de lactato, debido a

que el cerebro utiliza metabolismo anaerdbico en un esfuerzo por mantener
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su capacidad funcional. La deplecion de ATP causa la falla de multiples
mecanismos que mantienen la integridad celular, particularmente las
bombas y los mecanismos de Sodio/Potasio (Na*/K*) que resulta en la
“despolarizacion membranal”. El Na*y K* son los encargados de mantener
el calcio infracelular bajo, por lo que, al ser afectada la bomba Na*/K*
ATPasa conlleva a la acumulacion de sodio, calcio y agua en las células
cerebrales, produciendo edema tisular. Ademds, de una acumulacion de
dcidos grasos y aumentando radicales libres de oxigeno que induce a
muerte celular por apoptosis [Otani, et al 2019; Allen y Brandon, 2011; Selway,
2010].

A esta cascada de eventos se le conoce como permeabilidad alterada de
la membrana celular, seguida de la liberacién de neurotransmisores al
espacio extracelular. Entre los principales neurofransmisores liberados se
encuentra el glutamato, este provoca un efecto toxico sobre Ias neuronas
conocido como excitotoxicidad, la cual es mediada por el incremento de
Ca?* infracelular. En cuanto a la liberacion de otros neurotransmisores se
encuentra la noradrenalina y adenosina que activan al adenilato ciclasa
(AC) unido a la membrana y provoca aumenten los niveles de monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) en las células dgliales, lo que contribuye al
desarrollo de edema astrocitico perivascular y perineuronal. Por otra parte,
el Mg?t juega un papel regulador en el potencial de membrana impidiendo
la entrada de Ca?* hacia el citoplasma de la célula, a causa de la
despolarizacion inducida por la activacion del receptor a glutamato, por lo
tanto, el magnesio (Mg?*) es desplazado de su localizacion original y el canal
queda libre para la entrada masiva de Ca?* hacia el citoplasma célula
[Volpe, 2001; Morales, et al 2008].

Por otra parte, se ha demostrado que la isquemia cerebral causa la

sobreproduccion de Oxido Nitrico (NO), debido a la sobreproduccién de las
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tres isoformas de la Sintasa de Oxido Nitrico (NOS). Asi mismo, la activacion
de dos de las isoformas, la Sintasa de Oxido Nitrico Endotelial (eNOS) y la
Sintasa de Oxido Nitrico Neuronal (NNOS), se produce por el incremento de
Calcio (Ca?*). Por el conftrario, la activacion de la isoforma Inducible de la
Sinfasa de Oxido Nitrico (INOS) es independiente de Ca?. La
sobreproduccion del NO tiene efectos toxicos como la formacion de
Peroxinitritos (ONOO-), la cual induce cariorrexis, inhibicion enzimdatica e

infensificacion de la excitotoxicidad [Montaner, 2007].

Asi mismo, la alta concentracion de Ca?* durante la fase aguda de la
isquemia activa la isoforma A2 de la Fosfolipasa Citosdlica (cPLA2)
dependiente de Ca?t, si esta sobreestimulada y se prolonga durante
suficiente tiempo, se induce la activacion de la Fosfolipasa A2 de Secrecion
(sPLA2). La sobreactivacion de las Fosfolipasas A2 (PLA2) provocan la
acumulacion de productos de degradacion de fosfolipidos de la membrana,
como son el acido araquidodnico (AA) y el dcido docosahexaenoico (DHA),

causando muerte celular [Montaner, 2007].

Con este panorama del desarrollo de la fisiopatologia de la EHI se puede
entender coémo se desarrolla el dano a partir de la reduccion del flujo
sanguineo y oxigeno en el cerebro del neonato. La EHI se puede clasificar en
leve en donde los sinfomas no son detectables, moderada en donde
desarrolla letargo y el tono muscular es bajo, reflejos lentos o ausentes y
presencia de convulsiones [Amerian Baby and Child]. Finalmente, EHI severa
conduce al desarrollo de discapacidades permanentes y severas, ausencia
de reflejos, falta de reaccion a los estimulos y el desarrollo de convulsiones
clasificadas como sutiles, tdnicas, mioclénicas de tipo focal, multifocal o

generalizada [Amerian Baby and Child; Panayiotopoulos, 2005].
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2.2.2 Daio neurolégico
La isquemia cerebral se define estrictamente como la deprivacion de O

secundaria a la detencion del flujo sanguineo cerebral (CBF), por su parte,
la hipoxia es la reduccion de oxigeno en el cerebro, provocando dano
generalizado. Por tanto, la isquemia cerebral es generalmente mas severa
que la hipoxia, debido a que el suministro de oxigeno y glucosa se ve
afectado y, por lo tanto, se detiene la eliminacion de los productos de

desecho metabdlico generados en el cerebro [Schmidt-Kastner, 2015].

En estudios neuropatoldgicos de modelos animales se ha observado un
patron de vulnerabilidad selectiva con el aumento de la duracion de la
isqguemia. En ratas, la repercusidon de la isquemia ha sido ampliamente
caracterizado en el drea Cornu Ammonis (CA1) del hipocampo es
generalmente la estructura mads sensible a la isquemia, seguida por la
neocorteza y por el nucleo estriado o caudate-putamen, dentro de las
células mds vulnerables también se incluyen las células del cerebelo. Por lo
tanto, el dano inducido experimentalmente puede calibrarse en un modelo
de estudio, especificamente en rata para que el hipocampo se vea
afectado de forma selectiva, mientras que ocurra una pérdida celular
menor en la neocorteza y que el cuerpo estriado permanezca intacto
[Northington, et al 2011]. En base a los datos morfolégicos y bioquimicos se
ha establecido que la degeneracion se clasifica de acuerdo al tipo de
muerte celular por apoptosis-necrosis, autofagia, necroptosis (necrosis
celular programada) y muerte por excitotoxicidad tienen una contribucion
prominente en la neurodegeneracion inducida por la EHI en modelos
animales. Es probable que la EHI neonatal provoque una amplia gama de
mecanismos que se activan segun el tipo y la dindmica de la lesidon
[Northington, et al 2011; Badr Zahr y Purdy, 2006].

Eninfantes algunos mecanismos investigados provienen de partos distdcicos,

desprendimiento prematuro de placeta, pH del corddn <7, falla
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multiorgdnica, entre otros [Logitharajah, et al 2009]. Asi mismo, el nivel de
dano depende de elementos como la severidad, patron temporal y tipo de
lesion, asi como de la edad gestacional y estatus metabdlico del infante
[Inder y Volpe, 2000]. En cuanto a la progresion y tipo de dano, se requiere
identificar mecanismos como estrés oxidativo y los diferentes fenotipos de
muerte celular [Gill y Perez-Polo, 2008]. Debido al dano ocasionado por la
EHI y ofras enfermedades cerebrovasculares se ha propuesto el uso de
tratamientos con propiedades neuroprotectoras y neuroreparadoras como

es el caso de la cerebrolisina.

2.3 Cerebrolisina
La cerebrolisina es un preparado de péptidos parentales, producidos por

digestion controlada de cerebros porcinos libres de lipidos, que actuan
como factores neurotroficos, teniendo efecto neuroprotector vy
neurorrestaurador, que previene la apoptosis 0 necrosis prematura de las
neuronas y promoviendo el crecimiento neuronal. Consiste de
aproximadamente 25% de péptidos de bajo peso molecular menor a 10 Kilo
Dalton (KDa) y una mezcla de aproximadamente 75% de aminodcidos libres
[Gromova, et al 2014; Zhang, et al 2013].

La cerebrolisina estd compuesta por diferentes fragmentos activos de
factores neurotroficos dentro de los que se incluyen: Factor Neurotréfico
Derivado de Cerebro (BNDF), Factor de Crecimiento Nervioso (NGF), Factor
Neurotréfico Derivado de la linea Celular Glial (GDNF) y Factor Neurotréfico
Ciliar (CNTF), asi como por neuropéptido VF, encefalinas, orexinas vy
galaninas [Gevaert, et al 2015; Gromova, et al 2014].

Debido a su potencial como tratamiento sintomdtico y como agente
modificante de la lesidn traumdatica, los Factores Neurotréficos (NTF) son de
suma importancia en las intervenciones terapéuticas de multiples

enfermedades neurodegenerativas. A pesar de que aun se desconoce el
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papel que juegan los NTF en enfermedades neurolégicas, varias
neurotrofinas que pertenecen ala familia de NTF, han sido descritas en varios
experimentos, tanto in vitro como in vivo de diferentes patologias con el
objetivo de obtener prevencion y eficacia terapéutica en supervivencia
neuronal. Estas moléculas, debido a sus distinfas propiedades
neuroprotectoras, demostraron un efecto acumulativo para frenar la
progresion de la enfermedad y disminuir las secuelas neuroldgicas,
mostrando un alto potencial en neurorestauracion [Zhang, et al 2013; Plosker
y Gauthier, 2009; Sharma, 2007].

Ademds, la cerebrolisina incrementa la proliferacion de células progenitoras
neuronales, asi como su diferenciacion, es decir induce neurogénesis y
oligodendrogénesis, efectos relacionados con la activacion de la via Sonic
Hedgehog (SHH) [Zhang, et al 2013; Zhang, et al 2019]. También se demostrd
que la cerebrolisina activa el crecimiento de las células progenitoras
neurales mediante la activacion de la via de senalizacion del fosfatidilinositol
3 cinasa Akt (PIBK/Akt) y en consecuencia induce mejoria en el desempeno
de las pruebas neuroldgicas [Gromova, et al 2016]. Se sabe que la ruta de
senalizacion de PI3K/Akt es activada por el factor de crecimiento nervioso
(NGF) y por la orexina, ambos componentes activos de la cerebrolisina
[Gevaert, et al 2015; Gromova, et al 2014]. Ademds, el NGF promueve el ciclo
de division celular que involucra ciclinas y cinasas dependientes de cicling,
por ofro lado, la orexina estimula la captacidon de glucosa en el tejido neural
mediante la translocacion del Transportador de Glucosa Tipo 4 (GLUT4) a la

membrana celular [Gromova, et al 2016].

Es importante resaltar que el NGF y la orexina estimulan la sintesis y secrecion
del Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF), ofro de los
componentes activos de la cerebrolisina, el cual activa la via de

senalizacion PI3K/Akt. Por otro lado, el NGF activa la ciclina dependiente de

26



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

cinasa 5 (cdk5) a través de la sintesis de AMPc, activando de esta forma los
procesos de crecimiento celular y neuro-proteccion. El NGF regula la
expresion del BDNF mediante la induccion de la via de las proteinas cinasas
activadoras de mitogenesis (MAPK) reguladas extracelularmente (ERK-1/2).
El péptido neuro-protector orexina suprime la tolerancia post isquémica a la
glucosa y el dano neuronal, aumentando la actividad de BDNF [Zhang, et al
2013; Plosker y Gauthier, 2009; Sharma, 2007].

Las posibles estrategias para el tratamiento del accidente cerebrovascular
isquémico incluyen la administracion de agentes tfromboliticos por via
infravenosa, neuroproteccion y reparacion neuronal. Aunque la tfrombdlisis
ha sido el Unico fratamiento aprobado para el accidente cerebrovascular
isquémico, existe el riesgo de hemorragia y su ventana de tratamiento es
estrecha (4-5 horas) lo cual limita el nUmero de pacientes (5 a 10%) que
reciben dicho fratamiento [Liv, et al 2013]. Ofros agentes neuroprotectores
que se han desarrollado y probado en ensayos clinicos hasta ahora
tampoco han logrado resultados favorables. A pesar de que la terapia de
reparacion neuronal se ha vuelto viable, su progreso se ha visto
obstaculizado debido a la falta de comprension completa de los
mecanismos de accion moleculares. Por ello, se propone el estudio de los
MiRNAs ya que estdn involucrados en la activacion de diferentes procesos
moleculares y que, ademds, confrolan la expresion génica uniéndose a los
ARNmM y promoviendo su degradacion y/o represion traduccional. Desde el
descubrimiento del primer miRNA, lin-4, los estudios sobre miRNAs han
crecido exponencialmente. A la fecha, los roles de los miRNAs han sido
demostrados en numerosos procesos fisiopatoldgicos, incluyendo la
enfermedad cerebrovascular, cdncer, enfermedades autoinmunes vy
cronico-degenerativas. El perfil de expresion de miRNAs en tejido cerebrall
isquémico y sangre fue reportada por primera vez en el ano 2013 [Liv, et al
2013].
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2.4 miRNAs
Los microRNAs (miRNAs) son pequenas moléculas de ARN de cadena

sencilla y corta, que no codifican para ninguna proteina, su famano varia
desde 18 hasta los 22 nucledtidos, son importantes para la regulacion
postranscripcional de la expresion de genes. Su mecanismo de accion es
por su unidn complementaria a la region 3' no traducida (UTR) del ARNm,
esta union puede conducir tanto a la degradacion del ARNm como a la
inhibicidon de la tfraduccidn, esto dependerd de su complementariedad con
el ARNm diana [Ponnusamy, et al 2016; Huntzinger y lzaurralde, 2011]. Si la
complementariedad es elevada o total se producird la degradacion del
ARNmM, en cambio si la complementariedad es parcial se producird la
inhibicidon de la fraduccidn por secuestro del ARNm. Poseen un papel
importante como reguladores genéticos en el desarrollo, la diferenciacion
celular, el crecimiento y la neurogénesis [Lang y Shi, 2012; Kawahara y
Okano, 2012; Taouis, 2018]. Los microRNAs estan altamente conservados y
se expresan en diferentes organismos como plantas, hongos, mamiferos,
bacterias, levaduras e incluso en virus [Cardin y Borchert, 2017], la cantidad

de miRNAs en los organismos aun no ha sido determinada completamente.

Los primeros genes que codifican para los microRNAs que fueron
descubiertos son: lin-4 y let-7 en Caenorhabditis elegans, estos miRNAs estdn
encargados de conftrolar el tiempo de desarrollo en nematodos al modular
la expresion de otros genes a nivel postranscripcional [Bhaskaran y Mohan,
2014]. A partir de este descubrimiento se pensd que este proceso de
regulacion de la expresion génica era exclusivo de este nematodo.
Posteriormente, se realizaron investigaciones y mediante la clonacion e
identificacion, se encontrdé que muchos estaban conservados
evolutivamente entre especies y exhibian especificidad de tipo celular.
Desde entonces se han reportado genes de miRNAs en una gran cantidad

de especies [Bhaskaran y Mohan, 2014; Inui, et al 2010].
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2.4.1 Biogénesis de los miRNAs
Los genes que codifican para los miRNAs estdn localizados principalmente

en las regiones intronicas de genes que codifican para una proteing,
aunque también se pueden encontrar en regiones intergénicas o exonicas
tanto en el UTR 5’como en el UTR 3’ [Lee, et al 2004; Zeng, 2006; Rodriguez,
et al 2004]. La biogénesis de los miRNAs comienza (Figura 2.2) con la
transcripcion de los genes de miRNA, los cuales se transcriben mediante la
RNA polimerasa Il en forma de transcritos primarios (pri-miRNAs) con una
longitud que puede ser hasta de un kilobase [Lamadrid-Romero, et al 2014].
Esta forma es una estructura de horquilla-tallo-bucle (“hairpin stem-loop”).
La mayoria de los pri-miRNAs presentan una proteccion en la region 5’ por
metilacion denominada cap 5’ y una cola de poliadenilacion en la region
3’, similar a la de los ARNms [Lee, et al 2004; Davis-Dusenbery y Hata, 2010].
Un pri-miRNA estd compuesto por una region central o froncal (“stem”) de
una longitud aproximada de 30-40 nucledtidos, un lazo u horquilla terminal
(*loop”) y dos regiones de RNA de cadena sencilla (ssRNA) localizadas en
cada extiremo opuesto a la regidon central. Las regiones ssRNA vy la region
cenftral son reconocidas por la endoribonucleasa tipo lll (RNAsa lll) conocida
como Drosha (mamiferos), que estd asociada con la proteina Digeorge
Syndrome Chromosomal Region 8 DGCR8 (mamiferos). Ambas proteinas se
localizan en el nucleo celular formando el denominado complejo
microprocesador (microprocessor complex) [Denli, et al 2004; Han, et al
2004]. Drosha corta de forma asimétrica ambas cadenas en la base de la
region central generando un producto de 60-100 nucledtidos [Davis-
Dusenbery y Hata, 2010], que se asemeja a una horquilla, denominado
precursor de MIRNA (pre-miRNA). Una vez generado el pre-miRNA, es
exportado al citoplasma de forma activa por un complejo exportina 5 /
Proteina nuclear Ran de unién a GTP (XPOS5) / RanGTP y luego es procesado

por la endoribonucleasa tipo lll (RNAsa lll) Dicer. Por su parte, Dicer se asocia
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a la Proteina de Unidn a RNA del Elemento de Respuesta de Transactivacion
(TRBP) [Taouis 20148]. Este procesamiento implica la eliminacion del bucle
terminal, lo que resulta en un duplex de miRNA conformado por 22
nucledtidos. Después de este procesamiento el diuplex de mIiRNA
inferacciona con un complejo multiproteico conocido como RISC “RNA-
inducing silencing complex) formado por la asociacion del miRNA maduro
al complejo Dicer/TRBP en el que se une la proteina de la familia Argonauta
(AGO2), una endonucleasa de tipo ribonucleasa H (RNAsaH). Esta
asociacion es esencial para el ensamblaje y la funcion del complejo RISC.
RISC guiard al miRNA maduro a la secuencia diana de ARNm (3'-UTR) que
conducen a la degradacién del ARNm y por ende a la represion de la

traduccion [O'Brien, et al 2018; Davis-Dusenbery y Hata, 2010; Taouis 2014].

Se ha demostrado que los miRNAs juegan un papel muy importante en la
neurogénesis, plasticidad y conexion sindptica [Hohjoh y Fukushima, 2007;
Oslen, et al 2009; Schratt, et al 2006].

CITOPLASMA
]
\
. /NUCLEO »
/ |—> Transcripcién \ MG WO AAA
RNAm
%MIMM Gen del miRNA . I

. l
\ miRNA maduro T
- Compls
Pri-miRNA RsC
n
l Duplex I
. / i DICER

miRNA/miRNA TRep.

&wh- Pre-miRNA XPOS/RanGTP DICER W
\w S ey 11D —7) — S ) T

Complejo
RISC
L 4

\.—"

Figura 2.2. Biogénesis de los miRNAs. Muestra el proceso de maduracion de los miRNAs y

las diferentes etapas (modificado de Wilson, 2014 y He, et al 2016).
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2.4.2 microRNAs en el neurodesarrollo

La neurogénesis se puede definir como la generacion de neuronas nuevas
maduras y funcionales a partir de las células madre neuronales y de células
progenitoras [Shi, et al 2010; Lang y Shi, 2012]. Este proceso es fundamental
para el desarrollo embrionario del sistema nervioso central, asi como para la
plasticidad cerebral en la edad adulta [Shi, et al 2010]. La neurogénesis
conlleva varios pasos, en los que incluye la proliferacion, autorrenovacion,
migracion, infegracion, maduracion y diferenciacion neuronal [Shi, et al
2010; Lang y Shi, 2012; Taleisnik, 2012]. Durante el desarrollo embrionario las
redes neuronales comienzan a organizarse mientras que en el adulto estdn
completamente establecidas y las neuronas nuevas deben integrarse a un

ambiente altamente complejo [Taleisnik, 2012].

Por ofro lado, se ha demostrado que los miIRNAS juegan un papel importante
en los procesos bioldgicos, incluyendo neurogénesis, ya que participan en
multiples pasos de este Ultimo proceso. Los miRNAs también fienen un papel
critico en la maduraciéon de los oligodendrocitos y en su mielinizacion [Cho
et al., 2019; Ponnusamy y Yip 2019]. Los estudios de expresidn de microRNAs
enratones y humanos han demostrado que aproximadamente el 70% de los
MiRNAs identificados se expresan en el tejido cerebral [Cao, et al 2006; Motti,
et al 2012]. Existen diferentes miRNAs que han sido reportados en los procesos
fisiopatoldgicos de la EHI y en los procesos que promueven la neurogénesis,
angiogénesis y neuroproteccion (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. miRNAs involucrados en los procesos de EHI y procesos que promueven la

neurogénesis, angiogénesis y neuroreparacion. Se muestra el miRNA involucrado en el

proceso vy la referencia de cada uno.

Proceso miRNA Ref.
mMiR-9 Sempere, et al 2004
. MiR-21 Motti, et al 2012
miRNAs en EHI on-era

miR-210 Qiu, et al 2013
miR-124 Krichevsky, et al 2006
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miR-210 Kawahara, et al 2012
MIR-106b-25 Cho, et al 2019

MIiR-137  Silber, et al 2008

miR-184 Liu, et al 2010

miRNAs en neurogénesis,
angiogénesis y
neuroreparacion

La expresion del miR-9 en toda la pared corfical con una mayor expresion
en la zona ventricular fue encontrada al inicio de la neurogénesis en cultivos
de células madre neurales en raton adulto. También se observd que tiene
una correlacion inversa entre la expresion del miR-9 y el miembro 1 del
receptor nuclear de la subfamilia 2 y del grupo E (NR2E1) o TLX durante la
diferenciacion del sistema nervioso central y también regula la proliferacion
de células madre neuronales en la edad adulta, es decir el miR-9 inhibe la
expresion de NR2E1. Esto sugiere que el miR-? regula la proliferacion vy
diferenciacién de células madre neuronales [Zhao, et al 2009]. Por otra parte,
se demostrd que la regulacion positiva de miR-21 en neuronas corticales
cultivadas in vivo previenen sustancialmente el dano causado por la
privacion de oxigeno y la muerte celular apoptdtica inducida en accidentes
cerebrovascular, por a la deprivacion de glucosa. Sin embargo, en
condiciones de privacion de oxigeno y glucosa la inhibicion del miR-21
enddgeno mediante una sonda anfisentido, exacerba la muerte celular.
Estos datos indican que la sobreexpresion de miR-21 protege contra la
muerte neuronal post isquémica [Motti, et al 2012]. Por otra parte, se observd
que el miR-210 protege a las células de la apoptosis provocada por la
hipoxia en un modelo de EHI neonatal en rata. Se sabe que el miR-210 tiene
multiples funciones en la regulacion celular en respuesta a bajos niveles de
oxigeno, ademads de tener efectos neuroprotectores mediante la inhibicion
de la apoptosis en un modelo de EHI [Qiv, et al 2013]. Ademds, la
sobreexpresion de miR-210 induce neurogénesis en el cerebro del ratdn
adulto, lo que estd asociado con la regulacién positiva de VEGF [Kawahara,
et al 2012].
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Por su parte, el grupo de miRNAs integrado por: miR-17-92, miR-1060-363 y
miR-106b-25 son esenciales para el desarrollo apropiado de las células
embrionarias pluripotenciales del blastocito humano [Cho, et al 2019].
Estudios previos revelan que la sobreexpresion de miR-17-92 en los axones de
las células cortficales embrionarias modula los niveles de la proteina PTEN y
aumenta el crecimiento axonal [Zhang, et al 2013]. También se ha observado
que la expresion de miR-124 aumenta en el desarrollo del cerebro
[Krichevsky, et al 2006]. Se ha observado que el miR-9 y miR-124 se expresan
de forma exclusiva en el cerebro [Krichevsky, et al 2006; Sempere, et al 2004].
La expresion del miR-137 inhibe la proliferacion y promueve la diferenciacion
de las células madre neuronales (NSC: Neural Stem Cells) derivadas de la
zona subventricular (SVZ: Subventricular Zone) de cerebros de ratones
adultos [Silber, et al 2008]. Por el confrario, el miR-184 promueve la
proliferacion celular de NSC e inhibe su diferenciacion [Liv, et al 2010]. Para
poder entender los procesos en los cuales estan involucrados Ios miRNAs en
la EHI es importante generar un modelo con caracteristicas clinicas

semejantes que presentan los bebes recién nacido.

2.5 Modelo de EHI
La fisiopatologia de la EHI neonatal es dificil de estudiar en seres humanos,

por lo que se han requerido de la utilizacién de modelos animales inducidos
en roedores, siendo éstos los animales mds utilizados en investigaciones de

EHI, sequido de lechones y ovejas [Vanucci y Vanucci, 2005].

El modelo mdas usado en la literatura es el de crias de rata descrito por Ricce-
Vannuci [Volpe, 2012]. Es un modelo que evolucioné del modelo de dano
cerebral que propuso Levine en 1960. En este modelo se realiza la oclusidon
unilateral de la cardtida, y posteriormente se somete al animal a un
ambiente hipdxico (8-12% O2) con nitrégeno (88-92%) durante un tiempo

variable (90-150 minutos), mientras se mantiene en un ambiente
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termoestable (37°C). Este método produce una lesion unilateral que abarca
los ganglios basales, el hipocampo y parte de la corteza [Volpe, 2012]. El
dano isquémico durante el desarrollo de la rata produce alteraciones en la
neurogénesis, afectando los procesos de proliferacion, migracion,
diferenciacion y maduracion de las neuronas, donde participan multiples

procesos como la regulacion de la fraduccion por miRNAs.

El desarrollo de fdrmacos para neonatos es una necesidad imperante tanto
para la medicina clinica como para la investigacion, lo cual significa la
realizacion de estudios del cerebro en desarrollo. Sin embargo, su
implementacion en humanos conlleva riesgos inherentes, lo cual requiere de
la implementaciéon de modelos animales. Existen también ciertas limitantes
en la aplicacién del conocimiento generado en modelos animales a seres
humanos como son la maduracion del cerebro, la bioseguridad vy la
comorbilidad. Los resultados de estudios en modelos animales requieren un
conocimiento especifico sobre la fraduccion entfre especies, en particular
cuando el farmaco estd orienfado como un agente terapéutico para el

cerebro neonatal.

Los roedores son utilizados frecuentemente en investigacion terapéutica y
experimentos traslacionales, no obstante, la determinacion del equivalente
exacto del desarrollo entre especies es ain un problema abierto. Aun
cuando se realizan estudios que utilizan roedores de diferentes edades, las
diferencias de especies en etapas criticas del desarrollo del SNC pueden
manifestar vulnerabilidad y en particular procesos regenerativos dificiles de
interpretar. Sin embargo, los estudios en animales han proporcionado un
aumento sustancial en el conocimiento y la interpretacion de la tfraduccion

entre especies.

Estudios de lesidon cerebral han empleado roedores en los dias postnatales 7-

10 como una aproximacion equivalente a un neonato humano de término
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(40 semanas de gestacion), basado histéricamente en la medicion de los
pesos cerebrales post mortem durante la década de los 70°s [Semple, et al
2013]. Aun cuando la escala de tiempo es considerablemente diferente, la
secuencia de eventos clave en la maduracidon del cerebro es
sistemdticamente consistente entre humanos y roedores. Adicionalmente, es
posible trazar paralelos en la interpretacion de vulnerabilidades locales, asi

como en manifestaciones funcionales consecuentes a lesiones cerebrales.

2.6 JUSTIFICACION

La encefalopatia hipdxico isquémico (EHI) es una de las principales causas
de lesion cerebral en la etapa neonatal, debido a la privacion de oxigeno
secundaria a la reduccion del flujo sanguineo al cerebro en el recién
nacidos. La incidencia de EHI no ha disminuido incluso con los avances en
la atencion obstétrica (es decir, la monitorizacion fetal) dirigida a prevenir el
evento hipdxico-isquémico. Por lo tanto, gran parte de la investigacion
neonatal actual sobre EHI se enfoca en minimizar el dano cerebral y el

desarrollo posterior de secuelas tardias.

En el pasado, las opciones de fratamiento se limitaron a la terapia médica
de apoyo para mantener la funciéon cardiopulmonar y controlar la actividad
convulsiva. Actualmente, la terapéutica se concentra en la preservacion de
la vida dejando de lado la neuroproteccion y neurorestauracion. Diferentes
estrategias para el tratamiento del EHI incluyen la trombdlisis,
neuroproteccion y reparacion neuronal mediante neuropéptidos. Aunque,
la tfrombdlisis ha sido el Unico tratamiento aprobado para el accidente
cerebrovascular isquémico trombadtico, existe el riesgo de hemorragia y su
ventana terapéutica es estrecha (4-5 horas), lo cual limita el niUmero de
pacientes (5 a 10%) que pueden recibir dicho tratamiento [Lui, et al 2013].
Se han desarrollado diferentes fdrmacos con accidén neuroprotectora, los

cuales ya han sido probados en ensayos clinicos, sin embargo, hasta ahora,
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tampoco han logrado resultados favorables. A pesar de que la terapia de
reparacion neuronal se ha vuelto viable, su traslacion clinica se ha visto
obstaculizada debido a la falta de comprension completa de los
mecanismos de accidén molecular. Otro elemento fundamental es el hecho
de que los efectos del dano hipdxico-isquémico son complejos vy
evolucionan con el fiempo. El desarrollo de signos y sinftomas dificulta que
los proveedores de atencidn médica determinen las opciones de
tratamiento oportunas y apropiadas. Los eventos patoldgicos de EHI ocurren
en dos fases: falla de energia primaria y falla de energia secundaria [ Allen
y Brandon, 2011].

La mayoria de los fratamientos emergentes para mejorar los efectos de la
falla de energia secundaria en EHI incluyen: disminucion del agotamiento
de energia, inhibicion de la liberacion de glutamato, mejora de la absorcion
de glutamato, bloqueo de los receptores de glutamato, inhibicion de la
inflamacion y bloqueo de los eventos infracelulares posteriores. Los
principales tratamientos emergentes que se estan explorando ya en la
clinica incluyen: hipotermia moderada, eritropoyeting, frasplante de células
madre hematopoyéticas de sangre de corddn umbilical, medicamentos
antiepilépticos, xendn, Acido Docosahexaenoico (DHA) y agonistas
cannabinoides. Algunas de estas terapias se exploran de forma aislada,
mientras que ofras se combinan con hipotermia moderada u ofros
tratamientos con la esperanza de que los efectos sinérgicos mejoren los
resultados para los neonatos. Sin embargo, los mecanismos exactos de Ias
acciones de los tfratamientos emergentes siguen siendo desconocidos [Lui,
et al 2013].

La cerebrolisina es un agente farmacoldgico neuroprotector con resultados
prometedores, la cerebrolisina, consiste de una preparacion peptidica

parenteral, producida por digestidon controlada de cerebros porcinos sin

36



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

lipidos. Numerosos estudios clinicos basados en evidencia indicaron un
efecto positivo del fdrmaco para el tratamiento del accidente
cerebrovascular en pacientes adultos, lesion cerebral traumdtica,
demencia y encefalopatia hipdxico-isquémica perinatal. Aunque la
eficacia terapéutica es alta y la accidon multimodal de cerebrolisina ya ha
sido comprobada, los mecanismos moleculares de accion farmacoldgica
de cerebrolisina aun no estdn completamente descritos [Gromova, et al
2014].

Es conocido que los miRNAs estdn involucrados en la modulacion de los
procesos de neurogénesis. Se ha enconfrado que los miRNAs son un
elemento clave para identificar los mecanismos implicados en el dano por
EHI producido a nivel molecular. Hasta la fecha, los roles de los miRNAs han
sido demostrados en numerosos procesos fisiopatoldgicos, incluyendo el
accidente cerebrovascular, cdncer, enfermedades autoinmunes y en
enfermedades cronico-degenerativas. El perfil de expresion de mIiRNAs
después de la isquemia cerebral y sangre fue reportada por primera vez por
en 2013 [Lui, et al 2013]. En la presente investigacion consideramos que el
estudio del perfil de miRNAs de tejido cerebral, en un modelo de EHI en ratas
neonatas tratadas con cerebrolisina, es de gran importancia para contribuir
a determinar los mecanismos de accidon moleculares implicados en los

procesos de neurorestauracion promovidos por cerebrolisina.
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2.7 HIPOTESIS
La cerebrolisina, administrada por via intraperitoneal a ratas neonatas con

EHI, induce cambios en los patrones de expresion de miRNAs relacionados

con el desarrollo neuronal.

2.8 OBJETIVOS

2.8.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de cerebrolisina sobre el perfil de la expresion de los

MiRNAs asociados a neurorestauracion en un modelo de EHI.

2.8.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Evaluar el efecto de la cerebrolisina en un modelo de EHI neonatal en
ratas de 7 dias de nacidas sobre:

e Disfuncion motora

e El perfil de expresion de los miRNAs

Andalizar bioinformdticamente los genes regulados por mMiRNAs

relacionados en el desarrollo neuronal.
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3. METODOLOGIA
3.1 DIAGRAMA DE TRABAJO 1

Ratas hembras/machos Sprague-

Dawley de 7 dias de nacidas

Intacto Ctrl + Cereb Ctrl + EHI EHI + Cereb

OACP
30 min Administracién: Cerebrolisina

Hipoxia 0.01 ml/gr (IP)
100 min r ! |

P6 P8 P9 PIO PI| PI2 PI3 Pl4

|. Giro dorsal
2. Inversion
3. Angulo de

|. Giro dorsal
2. Inversion
3. Angulo de

|. Giro dorsal
2. Inversion

3. Angulo de
caminata

caminata
4.Suspension
de patas
delanteras

caminata
4.Suspension
de patas
delanteras

Figura 3.1. El protocolo experimental resumido en el diagrama de trabajo 1, muestra los grupos de estudio (4) y la linea cronoldgica
de las edades de los grupos de experimento. En color vino en la edad P7 fue el dia que se realizd la cirugia, seguido de los dias del

fratamiento desde P8 hasta P14 (color verde) y las pruebas motoras (color negro).

39



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

3.2 Diagrama de trabajo 2

P6 P8 |[ P9 PIO Pl PI2 PI3 PI4 P2

Sacrificio/obtencion
de cerebros

Hipocampo Corteza

ipsilateral al Bxtraccion de ipsilateral al
| |
P RNA total P
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Microarreglos

3.TargetSacan 4. mirPath V.5
-Blancos de miRNAs -Mapas de calor

-Factores de -Vias en las que

crecimiento y intervienen los

ciclinas miRNAS

I.Analisis de . :
agrupamiento Pearson

Figura 3.2. El protocolo experimental del diagrama de frabajo 2, muestra la edad en la que se obtfuvieron la muestras (en color azul y

asterisco *) y el cronograma de experimento del P7 al P21, seguido del andlisis que se realizé.
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3.3 Animales
Se emplearon 48 ratas neonatas (machos y hembras) de la cepa Sprague-

Dawley de 7 dias posnatal, con peso mayor a 12 gr, las cuales fueron
proporcionadas por la Unidad de Produccion y Experimentacion Animal
(UPEAL) CINVESTAV bajo el proyecto no. 12236. Las ratas fueron divididas en
4 grupos experimentales aleatorios: 1) Intacto (n=12); 2) control intacto
administradas con 10 ulL/Kg (0.01 ml/kg) de Cerebrolisina (n=12); 3) grupo
control con EHI (n=12); y 4) grupo experimental con EHI tratadas con 10 uL/Kg
(0.01 ml/kg) de Cerebrolisina (n=12). La cerebrolisina se administré durante
7 dias cada 24 horas. El estudio se realizd con estricto apego a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-zoo-1999 “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”. Los animales se
mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (06:00 - 18:00), con
acceso a alimento y agua ad libitum y en condiciones controladas de

temperatura (22 £ 2 °C) y humedad relativa (60 £ 5 %).

3.3.1 Administracion de cerebrolisina
Los animales de experimentacion fueron administrados por via

intraperitoneal con una solucion de cerebrolisina (RENANCENZ®) a dosis de

10 uL /gr (0.01 mL/gr) de peso, cada 24 horas durante 7 dias consecutivos.

3.4 Modelo de encefalopatia hipdéxico-isquémica en ratas
Para generar el modelo de Encefalopatia Hipdxico Isquémico (EHI) neonatal

se utilizaron crias de ratas Sprague-Dawley de 7 dias de vida extrautering,
previaomente anestesiados con una preparacion de Xilacina (8 ul) a una
concentracion de 20 mg/mL con Ketamina (8 ul) a una concentracion de
50 mg/mL, mezclada con 484 ul de solucion salina fisiolégica (NaCl al 0.9 %),
esta mezcla se administrd a una dosis de 1 ul/gr de peso corporal por via
infraperitoneal. Una vez que las ratas neonatas se encontraban en planos

anestésicos, fueron colocadas en un equipo de cirugia estereotdxica y se
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les realizd una incision de 5 a 7 mm de longitud utilizando equipo de
blefaroplastia (Fine Science Tools Inc, Fos- ter City, CA) para exponer la
arteria cardtida comun primitiva (ACCP) izquierda, la cual se obliterd
durante 30 minutos, utilizando un Micro Clip recto de la marca Roboz con
una fuerza de presion de 50-110 gramos y con una anchura de 0.75 mm vy
una mandibula de 5 mm. Una vez completado el periodo de isquemia,
incision fue suturada con seda 6(0) de (Beckton Dikinso) y cubierta con cinta
adhesiva (Hypafix) para iniciar la recuperacion anestésica. Las crias fueron

colocadas en una caja de recuperacion durante 1-3 horas. Después, fueron

transferidas a una cdmara de hipoxia durante 100 minutos a 37°C con flujo
constante de una mezcla equilibrada de 8% de oxigeno con 92% de
nitrégeno (Infra). Al término del tiempo de hipoxia las crias se colocardn en
una caja de recuperacion, una vez recuperadas fueron colocadas

nuevamente con su madre para su alimentacion.

3.5 Tincidon de viabilidad celular mediante TTC

EI TTC es una sal de tetrazolio soluble en agua, es un indicador redox que se
utiliza para diferenciar tejido metabdlicamente activo del inactivo. Debido
a gque la enzima deshidrogenasa reduce el TTC a formazdn, que es de color
rojo infenso e insoluble al agua. Por lo tanto, el formazdn tine los tejidos
viables en rojo y los tejidos muertos se observardn en blanco. 48 horas
después del dano (EHI), las ratas fueron anestesiadas y perfundidas
infracardialmente con buffer PBS 1X a pH=7.4 y paraformaldehido al 4%, los
cerebros fueron e extraidos y seccionados de forma coronal a intervalos de
2 mm, posteriormente las secciones fueron incubadas por 15 minutos a 37 °C
en soluciéon de 2, 3, 5-cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) al 1%, posteriormente
los tejidos fueron colocados toda la noche en solucién de paraformaldehido
al 4%.
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3.6 Evaluacion de la actividad motora

3.6.1 Prueba de giro dorsal
En la prueba de giro dorsal se evalud la habilidad de la rata de cambiar de

posicion supina o dorsal hacia una posicidon prono o ventral. Se colocd a la
rata sobre una superficie plana en posicion dorsal y se mantuvo con los
cuatro miembros inmoviles durante 5 segundos. Después de transcurrido
este tiempo se liberd a la rata y se registré el tiempo en el que regresd a la
posicidon prono. Esta prueba se realizd 3 veces y se obtuvo la media por

animal, se realizd en las edades postnatales 8 y 10.

3.6.2 Prueba de inversion
En la prueba de inversion se evalud la fuerza de agarre de las 4

extremidades de los neonatos al medir el tiempo en el que se mantenia
sujeta de una malla metdlica que se inclind hasta un dngulo de 180°,
suspendiendo a la rata a 25 cm de altura de la mesa. El tiempo total de la
prueba fue de 60 segundos y se realizaron 3 ensayos. Esta prueba se realizé

en las edades postnatales 8, 10y 14.

3.6.3 Prueba de suspension de las patas delanteras
Se evalud la fuerza de las extremidades delanteras al suspender a la rata

de una barra metdlica. Se sostuvo al individuo firmemente por el cuerpo,
permitiéndole agarrar la barra con ambas patas delanteras. Se soltd a la
ratay se registré el tiempo que permanecioé sujeto a la barra, antes de caer.
Se realizaron 3 ensayos. Esta prueba se realizé en las edades postnatales 10
y 14.

3.6.4 Prueba del dngulo de caminata
En la prueba de dngulo de caminata se colocd a la rata sobre una caja

abierta de acrilico y se registrd la caminata que realizé en individuo durante

3 minutos. Se uso un empujon suave tocando la cola de la rata para
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motivarlo a caminar, en caso de que el sujeto de experimentacion se

encontrara detenido sobre la caja. Se grabo durante 3 minutos.

De los registros videogrdficos, se midid el dngulo de las extremidades
traseras durante la caminata, trazando una linea desde el final del taldn
hasta la punta del dedo mdas largo (medio). Solo se tomaron medidas del
individuo cuando estaba dando una zancada completa en linea recta y
ambos pies estaban apoyados sobre la superficie. Las mediciones no se
realizaron cuando la rata estaba inmovil o realizando giros. Se midieron 3
dangulos por sujeto de experimentacion para obtener una media por animal.

Esta prueba se realizd en las edades postnatales 8, 10y 14.

3.7 Obtencioén de tejido cerebral
4 ratas control y 8 ratas sobrevivientes del modelo EHI fueron incluidas en tres

grupos de estudio (Intacto, Ctrl + EHI y EHI + Cereb). Se extrajeron los cerebros
completos por diseccion roma. El hemisferio izquierdo se utilizd para obtener
la corteza y el hipocampo, las muestras fueron almacenadas a -80°C, parala

exiraccion de RNA total y su posterior andlisis mediante microarreglos.

3.8 Exiraccién de RNA total
El RNA total se extrajo a partir de 20 a 50 mg de parénguima de corteza

cerebral e hipocampo, utilizando 1 mL de TRIzol® (ThermoFisher Scientific,

USA) por cada 100 mg de tejido. Las muestras se incubaron durante 5 minutos

a temperatura ambiente (TA; 22-23 °C), posteriormente, se le agregaron 200
uL de cloroformo, la mezcla se agitd fuertemente durante 15 segundos, para

después incubar durante 5 minutos a TA. Pasado el tiempo de incubacion se

centrifugd a 12,000 RPM durante 15 minutos a 4 °C, después se separd y
transfirid la fase acuosa a un tubo microtubo nuevo de 1.5 ml vy se le

agregaron 500 uL de isopropanol, se mezcld por inversion y se incubd por 10

minutos a TA, después se centrifugd a 12,000 RPM durante 10 minutos a 4 °C.
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A continuacion, se desechd el sobrenadante y al pellet se le agregd 1 ml de

etanol al 75 %, se lavo la pastilla con un sélo golpe de vortex, para después

centrifugar a 7,500 RPM durante 5 minutos a 4 °C, se decantd y se dejb secar
al aire. El RNA obtenido fue resuspendido en agua grado biologia molecular
(GBM) y se colocd inmediatamente en hielo. Consecutivamente, el RNA se
cuantificd por espectrofotometria digital (NanoDrop, TM 8000, ThermoFisher
Scientific, USA) y se determiné su pureza utilizando las relaciones 260 /280 nm,
y finalmente se corrobd su integridad por electroforesis en gel de agarosa all

0.8 % pretenido con bromuro de etidio.

3.9 Andlisis de miRNAs
A partir del RNA total se aislaron los RNA de bajo peso molecular (RNA-BPM),

utilizando una solucidon de polietilenglicol 6000 (PEG 6000) método de
precipitacion segun el protocolo de Watanabe [Watanabe, et al 2005].
Posteriormente, los RNA-BPM fueron sometidos a electroforesis en gel de
poliacriliamida (SDS-PAGE) para evidenciar el resultado del aislamiento de
RNA-BPM. El marcaje del RNA fue realizado mediante la utilizacion de la
ligasa T4 [Thomson, et al 2004], utilizando 4 ug de RNA-BPM marcados con
500 ng de 5'-fosfato-citidina-uridina-cy3-3' (CU-Cy3, [Dharmacon] con 2 U
de ligasa de RNA T4 (NEB). La hibridacion se realizé mediante kit LifterSlipTM
(Erie Company) en un microchip de 22 x 22 mm (Afimetrix), el cual permite
la distribucion uniforme del buffer sobre la superficie de la matriz del
microarreglo, se colocaron 15 uL del buffer sobre el microarreglo dicho
buffer contiene 3.4 ulL de formaldehido al 15%, 1.6 uL de 5X Denhardt, 3.4 pl
de 3X SSC (citrato de soluciéon salina de sodio), 2.2 uL SDS al 0.2 % vy 5.4 uL
de DEPC-H20.

El proceso de hibridacion se realizd mediante una hibridacion de rotacion
tridimensional en una estacion de trabajo BioMixerTM Il (CapitalBio Corp)

para facilitar la circulacion de los microfluidos dentro del microarreglo. La
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hibridacion se realizd a 42 °C durante toda la noche. El corrimiento de los
microarreglos se realizd en el laboratorio de Huella Génica, S.A de C.V., a

cargo del Dr. Jaime Berumen Campos.

La matriz se lavd consecutivamente con dos soluciones de lavado
diferentes SDS al 0.2%, SSC al 2X durante 5 minutos, y 0.2% de SSC durante 5
minutos en la cdmara de temperatura, posteriormente el microarreglo se

centrifugd a 1200 r.p.m. durante 10 minutos, para proceder a su escaneo.

El escaneo de la matriz del microarreglo se realizé con un escdner confocal
LuxScanTM 10K-A (CapitalBio Corp). La configuracion de escaneo fue
ajustada para obtener una intensidad visualizada igual en los puntos Ué a
través de toda la matriz del microarreglo. El andlisis de datos de todas las
imagenes TIFF obtenidas se realizé con el software SpotData ™ Pro
Microarray Image Analysis (CapitalBio Corp). Un punto de datos debe tener
mdas de 30% del valor de intensidad de senal del punto Ué £ 2 SD mds alto
que el valor del fondo del chip de microarreglo, solo si se alcanzd este nivel,
se considerd un punto de senal positivo, fodos los puntos que no pasaron
este confrol de calidad fueron eliminados y considerados como una
mancha la cual fue eliminada del andlisis de datos. En general se utilizo el
valor medio de todas las senales validas en cada sonda de chip del
microarreglo para normalizar los datos sin procesar generados por el
software de andlisis de datos obtenidos durante el escaneo, esto se realizd
para asegurarse de que las comparaciones entre cada uno de los 24 chips

procesados fueran equiparables.

Para la identificacion de los miRNAs expresados diferencialmente entre los
chips se utilizd el método de andlisis SAM. Este andlisis consiente en poner en
pantalla la condicidn que se establecid como control por debajo del 5%,
estableciéndose un indice de cambio mayor a 2.0 [Raghavendra, et al

2003]. En este caso el nivel de referencia que se establecio fue el obtenido
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en las muestras de ratas sanas sin infervencion quirdrgica y se compard

contra las muestras que presentaron EHI y el fratamiento con cerebrolisina.

Se eligid un indice de cambio de 2 veces como punto de corte para
clasificar y determinar el cambio en el nivel de expresion como significativo.
Segun la mayoria de los estudios publicados, un cambio del doble en el nivel
puede distinguir de manera confiable las senales reales con respecto al
ruido de fondo para la mayoria de los experimentos de expresion [Ding, et
al 2002; Geiss, et al 2008; Mariani, et al 2003]. Se establecidé un patron
jerdrquico y para la vinculacion de los datos se realizdé un andlisis de
agrupamiento utilizando el software Cluster 3.0 mediante correlacion de
Pearson no cenfrada. La construccion de los dendrogramas y mapas de
patrones de expresion fueron generado en el soffware TreeView
(Universidad de Stanford) bajo un OS Debian 10 (Linux) [Eisen, et al 1998].

3.9.1 Andlisis bioinformdtico
Los sitios blanco de inhibicion sobre los diferentes genes se realizd en la

plataforma TargetScan v-7.1 (http://www.targetscan.org/vert 71/), bajo los

siguientes criterios de busqueda.

1. Buscar en la especie “Rata”

Familias de miRNAs altamente conservadas
Familias de miRNAs conservadas

Familias de miRNAs pobremente conservadas

Otras anotaciones de familias de miRNAs

A O

Ingresar nombre del miRNA

Las vias en la que se encuentran involucrados los genes identificados como
blancos de inhibicion fueron analizadas mediante la plataforma mirPath v.3,

bajo los criterios de KEGG que incluyen:

1. Especie: Rattus norvergicus
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MIiRNAs especificos

Base de datos: TarBase v-7.0
Base de datos: microT-CDS v-5.0
Base de dafos: TargetScan
Umbral del valor P = 0.05
Umbral de MicroT = 0.8

Interseccidén de vias

o N o 00 A WD

Para la generacion de los mapas de calor se utilizd un andlisis de
enriqguecimiento mediante una prueba exacta de Fisher, con una
distribucion hipergeométrica con una correcciéon FDR, utilizando la opciéon

unién de vias.

3.10 Andilisis estadistico
El andlisis estadistico que se utfilizd en las pruebas motoras fue ANOVA de dos

vias para datos no paramétrica con posthoc Turkey. Para el peso corporal
se ufilizd ANOVA de una via para datos paramétricos con posthoc Dunett.

Cada barra representa la media * el error estandar de la media (SEM) n=4.

Para identificar los subgrupos definidos por los perfiles de expresion de
MiRNAs, se uftilizd un andlisis de agrupamiento no supervisado utilizando la
correlacion de Spearman y el enlace promedio en las plataformas de
andlisis TargetScan y mirPath V.3 (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/),
con la que se obfuvieron los blancos de los miRNAs en las vias de

neurogénesis, diferenciacion celular, proliferacion y sinaptogénesis.
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4. RESULTADOS

4.1 Generacion y evaluacion del modelo de EHI
El modelo de EHI se realizd mediante |la obliteracion de la arteria cardtida

comun primitiva durante 30 minutos, seguida de hipoxia por 100 minutos en
ratas neonatas de 7 dias de nacidas (Figura 4.1). Se observé una alta tasa
de mortalidad del 80%. En las ratas sobrevivientes se desarrolld crisis
convulsivas de tres tipos: convulsiones tonicas con distribucion cefdlica,
convulsiones cldnicas en el fronco y convulsiones ténico-clonicas en la cola.
Estas convulsiones se observaron en la mayoria de las ratas sobrevivientes.
Para evaluar los nuUcleos de infarto ocasionados por EHI, a las ratas
sobrevivientes que presentaron algun tipo de convulsion, se les realizo la

tincion de cloruro de trifenil tetrazolio (TTC).

Ratas Sprague- Oclusién de la
Dawley de 7 dias de Incisién en la Disecado de la ACP izquierda
nacidas linea media ACP izquierda por 30 minutos

VR

Hipoxia 100 min Recuperacion
Recuperacién 8% O,, N, 92% después de la

3-4 horas 2 psi, 1-1.5 L/min hipoxia

Figura 4.1. Protocolo experimental de la estandarizacién del modelo de EHI. Todas las ratas
fueron operadas al dia posnatal 7. Después de la cirugia fueron mantenidas en observacién

para determinar las que desarrollaron convulsiones.
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4.1.1 Evaluacion anatémica
Se observaron zonas de necrosis corticales en la region temporo-parietal

(Figura 4.2 zona marcada con rojo) extendiéndose hasta el nucleo estriado,
las cuales son rodeadas por zonas hipodxicas (Figura 4.2, marcada con color
amarillo). Estas regiones abarcan desde la coordenada 2.76 hasta la -1.8 a
partir del bregma del atlas de Paxinos & Watson (Figura 4.2, zonas marcadas

en color rojo), en donde encontramos las siguientes dareas:
1. 1G (Indusium Griseum)

2. Cgl (Area 1 de la Corteza de cingulo)

3. Cg2 (Area 2 de la Corteza de cingulo)

4. M1 (Corteza motora primaria)

O

. M2 (Corteza motora secundaria)

o~

. STFL (Corteza somatosensorial primaria de la extremidad anterior)

N

. SIDZ (Corteza somatosensorial Disgranular)
8. S1J (Corteza somatosensorial primaria de la region mandibular)
9.S1DZO (Corteza somatosensorial primaria Oral-Disgranular)

Mientras que, las regiones hipodxicas (Figura 4.2, zonas en color amarillo)

afectadas por deprivacion parcial de la irrigacion nutricia y funcional son:
1. S1ULp (Corteza somatosensorial primaria del labio superior)

2. Gl (Corteza insular granular)

3. DI (Corteza insular disgranular)

En la tincidn con TTC se observa una amplia zona de penumbra en donde
se presenta una deprivacion parcial de oxigeno secundaria a la reduccion

del 50 al 65% de la irrigacion nutricia y funcional, en esta zona de penumbra
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(Figura 4.2, zonas marcadas en color gris) encontramos a las siguientes

estructuras:

1.

2.

3.

8.

9.

AID (Corteza insular agranular dorsal)
AlV (Corteza insular agranular ventral)

Pirl (Capa 1 de la corteza piriforme)

. Pir2 (Capa 2 de la corteza piriforme)

. Pir3 (Capa 3 de la corteza piriforme)

. 1o (Tracto olfatorio lateral)

. DEn (NUcleo endopirifirme dorsal)

VP (Pdlido ventral)

ICj (Isla de Calleja)

10. Tu (Tubérculo olfatorio)

11

. LAcbSh (Escudo del accumbens lateral)

12. LSS (Franja lateral del cuerpo estriado)

13. I[En (NUcleo endopiriforme intermedio)

Figura 4.2. Lesion macroscopica en cerebros de ratas sometidas a EHI por la obliteracion de

la ACCP por 30 minutos e hipoxia por 100 min. La imagen muesira cortes coronarios de

cerebro de 1 mm de grosor tefidos con TTC, las zonas blancas indican la lesidn isquémica

gue evoluciona a EHI clinica.
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4.1.2 Evaluacion conductual
La EHI provoca el desarrolla de lesiones de tipo motor, debido a que se

observd en la tincidon de TTC que se ve afectada la corteza motora. Para
evaluar este dano, se ufilizd un grupo de pruebas motoras, en donde se
evaluaron los reflejos primarios, resistencia y la locomocion. La prueba de
giro dorsal evalua los reflejos primarios, la prueba inversidon y suspension de
patas delanteras evalua la resistencia y finalmente, la locomocion se evalud
mediante la magnitud del dngulo de caminata. Estas pruebas se realizaron
a cada uno de los grupos de estudio, para comparar el dano ocasionado

por la EHI.

4.1.2.1 Giro dorsal
Se evaluo el tiempo de latencia en la prueba de giro dorsal realizada al dia

posnatal 8 (P8), observandose que en ratas hembras del grupo intfacto
tuvieron un tiempo de latencia de 1.0825 + 0.082 s. Sin embargo, la EHI
incrementa dicho valor a 1.54 £ 0.057 s, logrando una disminucion
substancial con el tratamiento de cerebrolisina de 1.154 + 0.064 s (ANOVA
de dos vias posthoc Turkey P = 0.0037). Mientras que en las ratas macho del
grupo intacto este pardmetro fue de 1.4125 + 0.082 s. En cambio, la EHI
incrementa dicho valor a 1.705 £ 0.105 s, logrando una disminucion
significativa con el fratamiento con cerebrolisina a 1.4154 + 0.249 s (P =
0.0675). Por el contrario, los grupos Ctrl + Cereb no mostraron diferencia con
respecto al grupo intacto (Figura 4.3). Del mismo modo, la evaluacion del
giro dorsal en ratas hembra en el P10, la EHI incrementd el tiempo de
latencia a 1.4075 £ 0.088 s y el tfratamiento con cerebrolisina lo disminuyd a
valores basales observados en los grupos intacto y Ctrl + Cereb 1.075+0.075
s, 1.050 £ 0.050 s, respectivamente (P = 0.0069). Ademds, en las ratas macho

en P10 la EHI mantiene valores altos en el tiempo de latencia 1.54 £ 0.128 s,
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y el tratamiento con cerebrolisina logra disminuir dicho valor a 0.83 + 0.098 s
(P =0.0017; Figura 4.3).

Hembras Machos
— _—
8 2.00 3 2.00+ A
] N T 175 * A
c 175 A
3 T A ) il
8 1.50 - I o 1501 T
U * 2
w 125 * o 1%
2 .00 2 1.0 *
0 o
- -
© 0.75- © 0.751
) o
T 0.50 T 0.501
o o]
g. 0.25 E— 0.25{
2 0.00 : : 2 000
Ll P8 P10 (]

P8 . P10
Dias (postnatal) Dias (postnatal)

= Intacto == Ctri+Cereb = Ctrl+EHI 1 EHI+Cereb
Figura 4.3. Resultados de la evaluacion de la prueba de giro dorsal en machos y en hembras

sometidas a EHI por obliteracién de la ACP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos. Cada
barra representa el promedio + SEM (n = 4). Datos analizados con ANOVA de dos vias para

datos no paramétricos post hoc Turkey, P < 0.05, 8 vs Intacto; 6 vs EHI.

4.1.2.2 Inversion
El tiempo de latencia evaluado que presentaron las ratas hembra en los

grupos Intacto y Ctrl + Cereb fue de 19.05 £ 4.43 sy 15.40 + 3.44 s en el P8,
mientras que en el P10 fue de 15.70£2.84 sy 15.2 + 3.84 s, respectivamente.
Ademdas, en P14 el tiempo de latencia fue de 18.95+ 5.2 sy 20.15 £ 5.36 s,
respectivamente (P = 0.25702). Sin embargo, durante el P8, P10y P14 |a EHI
aumento el tiempo de latencia a 22.55 + 3.515,24.33+2.64sy 16.66 +3.04 s
respectivamente (P = 0.4029). Pero, el tratamiento con cerebrolisina
disminuyo dicho fiempo de latencia a18.48 + 3.94 s (P8), 16.23 + 2.33 s (P10)
y 11+ 1.73s (P14). En P14 se observo diferencia estadisticamente significativa
cuando se compra EHI + Cereb con el tiempo de latencia incrementado por
la EHI (P = 0.0255).
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Sin embargo, en ratas macho no se observa diferencia estadistica
significativa en los tres tiempos evaluados P8 (P = 0.2374), P10 (P =0.1822) y
P14 (P =0.9533) (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Resultados de la evaluacién de la prueba de inversidn en machos y en hembras
sometidas a EHI por obliteracién de la ACP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos. Cada
barra representa el promedio + SEM (n = 4). Datos analizados con ANOVA de dos vias post
hot Turkey, P <0.05, A vs Intacto; * vs EHI.

4.1.2.3 Suspension de patas delanteras
La suspensidn de las patas delanteras en ratas hembra a los 10 dias

posnatales mostrd un valor similar en los grupos Intacto y Ctrl +Cereb de 12.25
+ 1.25s5y 12.16 £ 1.03 s, respectivamente. La EHI incrementd el tiempo de
latencia a 18.25 £ 1.65s, y la administracion con cerebrolisina disminuyd este
tiempo a 13.30 = 1.74 s. Mientras que en posnatal 14 los valores en los grupos
Intacto y Ctrl + Cereb fueron 11.07 £ 2.11 sy 12.5 £ 1.5 s respectivamente. Sin
embargo, la EHI incrementd el tiempo de latencia a 16.8 £ 229 s, y el
tratamiento con cerebrolisina disminuyd este Ultimo a valor a 11.32 £ 0.93 s
(P =0.4073).

En los machos no se observd diferencias significativas entre los cuatro grupos
experimentales (Figura 4.5) en cada uno de los tiempos de latencia en P10,

los valores obtenidos en los grupos fueron: Intacto 17.08 + 1.85 s, Ctrl + Cereb
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14.58 £ 2.68 s, Ctrl + EHI 12.73 + 3.71 s y EHI + Cereb 12.81 + 2.08 s (P= 0.6403).
De la misma forma, en P14 no se observaron diferencias significativas en el
tiempo de latencia entre los cuatro grupos (Figura 4.5), observandose los
siguientes valores: Intacto 13.91 + 2.51 s, Ctrl + Cereb 16.83 + 1.45's, Ctrl + EHI
12.41 £ 239 sy EHI + Cereb 16.24 £ 2.79 s (P = 0.5331).
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Figura 4.5. Resultados de la evaluacién de la prueba de suspension de patas delanteras en
machos y en hembras sometidas a EHI por obliteracién de la ACP por 30 minutos e hipoxia
por 100 minutos. Cada barra representa el promedio + SEM (n = 4). Datos analizados con
ANOVA de dos vias post hot Turkey, P < 0.05, A vs Intacto; * vs EHI.

4.1.2.4 Angulo de caminata
Al evaluar el tamano del dngulo de caminata al P8 en ratas hembras se

observd un valor basal del dngulo en el grupo intacto de 96.25+5.32°y 92.75
+ 5.79 ° en el grupo Ctrl + Cereb. Sin embargo, EHl incrementa el tamano de
dngulo a 118.5+£2.5°, mientras que, el fratamiento de la EHI con cerebrolisina
lo disminuyd a 95.75 £ 6.90 ° (P = 0.0191) (Figura 4.6). De igual forma, en P8
para machos se observo un valor basal del tamano de dngulo de caminata
del grupo Intacto de 86.97 £ 9.53°y 75.52 £ 5.22 ° para el grupo Ctrl + Cereb.
No obstante, EHI incremento el tamano de dngulo a 141.2 £ 6.82 °, sin
embargo, el tratamiento de la EHI con cerebrolisina, disminuyd el dngulo a
110.4 £ 9.31 ° (P =0.0003) (Figura 4.6).
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Por otro lado, para ratas hembras en P10 se observd un valor basal en el
grupo Intacto de 71.25 £ 9.70 °y 68.75 £ 7.73 ° en el grupo Ctrl +Cereb. Sin
embargo, EHI incrementa el dngulo a 88.12 = 4.71 °, mienfras que, el
tratamiento con cerebrolisina no Io modificd significativamente el tamano
mostrando un valor de 76.25 + 6.88 ° (P =0.3123) (Figura 4.6). Para el caso de
ratas macho a la misma edad se observd un valor basal del tamano del
dngulo de caminata de 71.25 + 4.26 ° en el grupo Infacto y 59.5 £ 4.92 ° en
el grupo Ctrl + Cereb. El tamano del dngulo incremento considerablemente
a 102.5 £ 12.15 ° en ratas con EHI, aunque el tfratamiento con cerebrolisina
disminuye a 74.65 + 5.23 ° (P = 0.0091) (Figura 4.6).

Enla evaluacion de dngulo de caminata a la edad de P14 en ratas hembras
mostré un valor basal del tamano de dngulo de 72.97 £ 5 ° en el grupo
Infacto y 69.5 £ 3.32 ° en el grupo Ctrl + Cereb. ElI dngulo incremento
substancialmente a 94.15+ 11.09 ° en el grupo Ctrl + EHI y disminuye a rangos
normales de 69.9 + 3.52 ° en el grupo de EHI + Cereb, sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (P = 0.0605) (Figura
4.6). Mientras que en machos a la misma edad se observd un valor basal
del tamano del angulo de 60.07 = 5.15 ° correspondiente al grupo Intacto y
71.75 £ 3.91 ° en el grupo Ctrl + Cereb. Sin embargo, EHI incremento el
tamano del dngulo a 82.275 £ 5 ° y el tratamiento de la EHI con cerebrolisina
disminuyé el dangulo a 63.4 + 581 °, teniendo diferencia estadistica

significativa con una P = 0.0373 (Figura 4.6).

56



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

Hembras Machos
— 1504 —_ A
™y |
g g1
° N °
@ 1257 g © , *
S A S 125 A
= * k= J. 1
by -] A
o 17 L 9 100 A
S 3 *
2 754 2 *
© 1 S 75
[ [
T 50 T 50
o
€ 5
25 25
: :
Ll ! = 9 : : :
P8 P10 P14 P8 P10 P14
Dias (postnatal) Dias (postnatal)
== Intacto == Ctrl+Cereb 3 Ctrl+EHI 1 EHI+Cereb

Figura 4.6. Resultados de la evaluacién de la prueba de dngulo de caminata en machos y
en hembras sometidas a EHI por obliteracién de la ACP por 30 minutos e hipoxia por 100
minutos. Cada barra representa el promedio = SEM (n = 4). Datos analizados con ANOVA

de dos vias posthoc Turkey, P < 0.05, A vs Intacto; * vs EHI.

4.1.2.5 Peso corporal
Tanto las ratas macho como las hembras que desarrollaron la EHI,

presentaron una ganancia de peso similar desde el P7 al P14. Mientras que,
no hubo diferencias de ganancia de peso entre los grupos intacto (2.2 +0.24
g) y Ctrl + Cereb (1.75£0.14 g) en machos y hembras. La ganancia de pesos
diario para el grupo Ctrl + EHI fue de 2.05 £ 0.46 g, sin embargo, la ganancia
de peso para el grupo EHI + Cereb fue menor que el grupo con dano siendo
este 1.6 + 0.15 g. Por ofro lado, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro grupos, para hembras (P =
0.6344) y machos (P = 0.8952).

Hay que mencionar, ademds que al comparar la ganancia de peso en P21,
para machos, se observaron diferencias estadisticamente significativas
obteniendo una P = 0.0322. Para los cuatro grupos se obtuvieron los
siguientes pesos finales: Infacto de 53.5+ 1.5 g, Ctrl + Cereb de 45.5+2.5 g,
Ctrl + EHI de 40.5+£ 1.5 g y EHI + Cereb de 50 £ 2 g. Sin embargo, aungue en

ratas hembras se observd el mismo comportamiento no se encontraron

57



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

diferencias estadisticamente significativas (P= 0.1267). Obteniendo los
siguientes pesos finales en los cuatro grupos: Intacto 52 + 7 g, Ctrl + Cereb
33.5+2.59, Ctrl + EHI 48.5+ 3 gy EHI + Cereb 41 + 3 g (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Resultados del curso temporal del peso en machos y en hembras, desde P7 a P14
y P21. En ratas sometidas a EHI por obliteracion de la ACP por 30 minutos e hipoxia por 100
minutos. Cada barrarepresenta el promedio = SEM (n = 4). Datos analizados con U de Mann-
Whitney, P < 0.05, A vs Intacto; * vs EHI.

4.1.2.6 Apertura palpebral
En las ratas de los grupos Intacto y Ctrl + Cereb la apertura de ambos ojos se

presentd en el dia posnatal 12 (P12). Mientras que, en las ratas con EHI la
apertura del ojo derecho se retrasé un dia, observéndose en el P13y el ojo
izquierdo se retrasd dos dias, es decir, se abrid al P14. Sin embargo, el
tratamiento de la EHI con cerebrolisina el ojo derecho se abrid al P12y el ojo

izquierdo lo hizo al P13 (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Dias de la apertura del ojo en ratas que fueron sometidas a EHI por la obliteracion
de la ACP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos.

Ojos
Grupos
Derecho Izquierdo
Intacto P12 P12
Ctrl + Cereb P12 P12
Ctrl + EHI P13 P14
EHI + Cereb P12 P13

4.1.2.2.7 Ptosis palpebral
Las ratas que desarrollaron EHI presentaron pardilisis palpebral, es decir,

descenso permanente del parpado superior que les impide la apertura
completa del ojo. Se observd que aproximadamente el 60% de los individuos
gue desarrollaron EHI presentaron afectacion de la apertura del parpado
comparadas con ratas Intactas y Ctrl + Cereb. También se observd que el

grupo EHI + Cereb desarrolld ptosis palpebral, pero en menor grado (Figura
4.8).

Figura 4.8. Ptosis palpebral que desarrollaron las ratas sometidas a EHI por la obliteracion de
la ACP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos. A) rata intacta y B) rata con EHI y ptosis

palpebral izquierda.
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4.2 Microarreglos de miRNAs
Se realizd un andlisis de mircroarreglos para identificar el perfil de expresion

de miRNAs. Para ello, se utilizd RNA de tejido de hipocampo y corteza del
lado ipsilateral al dano de los grupos: Intacto, Ctrl + EHI y EHI + Cereb, en dos
edades diferentes P8 y P21 en machos. En total se procesaron 24 muestras,

12 muestras para P8 y 12 para P21.

Se utilizd el andlisis general de neuromiRNAs cortical e hipocampal de la rata,
compuesto por 1789 miRNAs. Este andlisis reveld un total de 105 miRNAs
modificados, tanto sobreexpresados como inhibidos. Todos estos MIRNAS
presentaron un indice de cambio (222€T) mayor a + 2.0 y menor a -2, asi
como una P < 0.05 al ser comparado con la expresion del tejido conftrol.
Cabe mencionar, que de los 105 miRNAs 56 se sobreexpresaron y 49 fueron
inhibidos (Tabla 4.2), estos miRNAs tfambién se muestran en el mapa de calor

general (Figura 4.9).

Tabla 4.2. miRNAs que modificaron su expresién: 56 sobreexpresados y 49 inhibidos.

60

rmo-miR-30a-5p  rno-miR-191
rno-miR-143 rno-miR-22
ro-miR-101a rno-miR-30b
rno-miR-126 ro-miR-101b
rno-let-7c rno-miR-185
rno-miR-7d rno-miR-138
ro-miR-181a rno-miR-212
rno-miR-24 rno-miR-335
56 miRNAs rno-miR-30c rno-miR-145
sobreexpresados | rno-miR-132 rno-miR-27a
rno-miR-7a rno-miR-27b
rno-miR-7i ro-miR-195
rno-miR-107 ro-miR-451
ro-miR-221 rno-miR-100
rno-miR-125a rno-miR-2018
rno-miR-7e rno-miR-26b
rno-miR-122 rno-miR-130
ro-miR-129* rno-miR-34a
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rno-miR-23a
rno-miR-7h
rno-miR-23b
rno-miR-127
rno-miR-103
rno-miR-30d
rno-miR-130a
rno-miR-338
rno-miR-9%9a
ro-miR-16

rno-miR-101b

rno-miR-130
rno-miR-26b
rno-miR-29¢c
rno-miR-21

rno-miR-494
ro-miR-136
rno-miR-352
rno-miR-15b

rno-miR-181c

49 miRNAs
inhibidos

rno-miR-181b
rno-miR-140*
rno-miR-382
rno-miR-17
rno-miR-140
rno-miR-20a
rno-miR-204
rno-miR-422b
rno-miR-210
rno-miR-223
rno-miR-409-5p
rno-miR-17a
rno-miR-106b
rno-miR-20b
rno-miR-300
rno-miR-186
rno-miR-148b
rno-miR-337
ro-miR-181a*
ro-miR-196
rno-miR-543
ro-miR-146
ro-miR-9%9b
rno-miR-324-5p
ro-miR-451

rno-miR-342
rno-miR-361
rno-miR-344
rno-miR-93
rno-miR-7
rno-miR-379
rno-miR-30c

rno-miR-369-5p

ro-miR-381
rno-miR-7*
rno-miR-93
rno-miR-139
ro-miR-193
rno-miR-25
rno-miR-28
rno-miR-92

rno-miR-19%9a

rno-miR-7
rno-miR-539
rno-miR-331
rno-miR-326
rno-miR-345
rno-miR-98
rno-miR-137
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Figura 4.9. Mapa de calor de los miRNAs sobreexpresados e inhibidos de corteza cerebral e hipocampo a los dias posnatal 8 y 21, de

ratas sometidas a EHI por la obliteracion de la ACCP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos.
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4.2.1 Frecuencia absoluta
El andlisis del miRNoma neurogénico permitic identificar la frecuencia

absoluta de miRNAs afectados en corteza cerebral a los 8 dias posnatal. En
el grupo Ctrl + EHI se observaron 12 miRNAs desregulados, mientras que, en
el grupo EHI + Cereb se identificaron 14 miRNAs desregulados. En el
hipocampo, para el grupo Ctrl + EHI se encontraron modificados 14 miRNAs

y en el grupo EHI + Cereb solo se modificaron 11 miRNAs.

Ademds, al P21 en la corteza del grupo EHI se alteraron 4 miRNAs, mientras
que, en el grupo EHI + Cereb se obtuvieron 11 miRNAs desregulados En
hipocampo, en el grupo Ctrl + EHI se identificaron 23 miRNAs modificados y
en el grupo EHI + Cereb se identificaron solo 6 miRNAs desregulados (Figura
4.10).
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Figura 4.10. Frecuencia absoluta de los miRNAs que fueron modificados por el fratamiento
de EHI con cerebrolisina (++ EHI y Cerebrolisina) en corteza (Cx) e hipocampo (Hp)
comparado con los mMiRNAs modificados por EHI (+- EHI), en ratas neonatas de 8 dias de
nacidas y ratas jovenes de 21 dias. Todas las ratas sometidas a EHI por la obliteraciéon de la

ACP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos.
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4.2.2 miRNAs desregulados en el dia P8

4.2.2.1 Corteza cerebral
Bajo las condiciones de EHI y EHI + Cereb enconframos una sobreexpresion

de 12 miRNAs para ambos casos, en la corteza cerebral (Tabla 4.3). Del total
de mIiRNAs, 3 fueron inhibidos (Predicted miR-189, rno-miR-495, rno-miR-21-
3p) durante el fratamiento de la EHI con cerebrolisina. Sin embargo, 9
MIiRNAs presentaron un incremento substancial de la sobreexpresion
(Predicted miR-191, rno-miR-342-5p, rno-miR-99b-3p, rno-miR-411-3p, rno-miR-
140-3p, rno-miR-191b, rno-miR-223-3p, rno-miR-213, rno-miR-192-3p,) en EHI +
Cereb.

Tabla 4.3. miRNAs sobreexpresados en corteza cerebral en ratas con EHI comparadas con
EHI + Cereb al posnatal 8 (P8).

Coeficiente indice de cambio

miRNA (gen correlacion
(gen) o Poarsan  EHI  EHI+ Cereb
Predicted miR-189 11.34 50 4.37 0.0000
Predicted miR-191 10.92 33.51 43.18 0.0003
rno-miR-342-5p 9.95 6.07 29.75 0.0266
rno-miR-99b-3p 2.19 1.64 3.06 0.0403
rno-miR-411-3p 6.43 3.14 10.3 0.0000
rno-miR-140-3p 5.86 7.15 22.39 0.0000
rno-miR-191b 5.76 61.75 1448.79 0.0000
rno-miR-223-3p 5.46 2.99 10.79 0.0000
rno-miR-495 4.05 874.44 4.87 0.0000
rno-miR-213 3.68 51.1 391.89 0.0000
rno-miR-192-3p 3.61 30.12 106.83 0.0000
rno-miR-21-3p 2.47 8.15 5.56 0.0167

Por ofro lado, se observd que 14 miRNAs en total fueron inhibidos al
desarrollar EHI y EHI + Cereb (Tabla 4.4). Del total de miRNAs, 9 aumentaron
la inhibicidn en condiciones de EHI + Cereb (rno-miR-139-3p, rno-miR-7-3p,
rmo-miR-137-3p, rno-let-7g-3p, rno-miR-376b-3p, rno-miR-345-3p, rno-let-7-3p,
ro-miR-26a-3p, rno-miR-138-5p). De los 14, 5 miRNAs disminuyeron la
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inhibiciéon (rMo-miR-451-3p, rno-miR-29a-5p, rno-let-7f-2-3p, rno-miR-29b-5p,

rmo-miR-29c-5p) al tratar EHI con cerebrolisina (Figura 4.11).

Tabla 4.4. miRNAs inhibidos en corteza cerebral en ratas con EHlI comparadas con EHI +

Cereb al posnatal 8 (P8).

Coeficiente indice de cambio

miRNA (gen) correlacion EHI  EHI + Cereb P
de Pearson
rno-miR-139-3p -11.07 0.13 0.36 0.0424
rno-miR-7-3p -9.36 0.07 0.67 0.0000
rno-miR-137-3p -8.98 0.18 0.39 0.0378
ro-let-7g-3p -8.71 0.03 0.42 0.0018
rno-miR-376b-3p -7.34 0.24 0.6 0.0387
rno-miR-345-3p -7.01 0.07 0.25 0.0089
rno-let-7-3p -6.84 0.13 0.2 0.0478
rno-miR-451-3p -5.56 0.69 0.06 0.0001
rno-miR-26a-3p -5.61 0.04 0.77 0.0067
rno-let-7f-2-3p -5.37 0.81 0.05 0.0000
rno-miR-29b-5p -5.11 0.88 0.45 0.0298
rno-miR-29a-5p -4.99 0.63 0.02 0.0000
rno-miR-138-5p -4.76 0.04 0.42 0.0051
rno-miR-29c-5p -4.23 0.73 0.29 0.0093

4.2.2.2 Hipocampo
En el Hipocampo la EHI y EHI + Cereb incrementd la sobreexpresion de 4

mMiRNAs en ftfotal (Tabla 4.5). De estos mIiRNAs, 3 incrementaron su
sobrexpresion (Predicted miR-189, Predicted miR-191, rno-miR-21-3p) en
condiciones de EHI + Cereb. Sin embargo, el rno-miR-494-3p disminuyd la

sobreexpresion con el tratamiento de EHI + Cereb.
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Tabla 4.5. miRNAs sobreexpresados en hipocampo en ratas con EHI comparadas con EHI +

Cereb al posnatal 8 (P8)

Coeficiente indice de cambio

miRNA (gen correlacién P
(gen) o Pearsan EHI  EHI+ Cereb
Predicted miR-189 20.13 16.32 64.79 0.0000
Predicted miR-191 19.72 12.9 5.72 0.0253
rno-miR-494-3p 9.09 5.93 1.83 0.0398
rno-miR-21-3p 4.6 2.09 9.95 0.0259

Ademds, en la corteza cerebral se encontraron 23 miRNAs en total que se
modificaron en las dos condiciones, EHI y EHI + Cereb (Tabla 4.6). De los
cuales, 12 miRNAs aumentaron la inhibicion (rno-miR-344, rno-miR-497-39,
rno-miR-301-3p, rno-miR-343, rno-miR-137-5p, rno-miR-324-5p, rno-miR-186-3p,
rno-miR-361-3p, MiR-409-5p, rno-miR-379-3p, ro-miR-204-3p, rno-miR-106-3p)
al tratamiento de EHI + Cereb. Ademdas, con esta misma condicion (EHI +
Cereb) se inhibieron 11 miRNAs (rno-miR-7-3p, rno-miR-148a-5p, rno-miR-17-
Sp, ro-miR-434-3p, rno-miR-411-3p, rno-miR-210-5p, ro-miR-199-3p, rno-miR-
139-3p, rno-miR-9-5p, rno-miR-98-3p) (Figura 4.11).
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Tabla 4.6. miRNAs inhibidos en corteza cerebral en ratas con EHI comparadas con EHI +

Cereb al posnatal 8 (P8).

Coeficiente indice de cambio
miRNA (gen) correlacion EHI  EHI + Cereb P
de Pearson
rno-miR-344 -19.57 0.22 0.69 0.0000
rno-miR-7-3p -12.71 0.28 0.04 0.0000
rno-miR-497-3p -9.87 0.51 0.81 0.0266
rno-miR-301-5p -7.89 0.24 0.88 0.0403
rno-miR-343 -7.45 0.04 0.63 0.0000
rno-miR-148a-5p -7.09 0.54 0.54 0.0253
rno-miR-137-5p -6.89 0.15 0.7 0.0398
rno-miR-324-5p -6.34 0.01 0.36 0.0387
rno-miR-186-3p -6.01 0.19 0.67 0.0089
rno-miR-361-3p -5.67 0.52 0.39 0.0478
rno-miR-17-5p -6.14 0.71 0.42 0.0001
rno-miR-409-5p -5.91 0.26 0.6 0.0067
ro-miR-434-3p -5.52 0.71 0.25 0.0000
rno-miR-411-3p -4.94 0.31 0.2 0.0298
rno-miR-379-3p -4.64 0.22 0.62 0.0000
rno-miR-210-5p -3.78 0.23 0.05 0.0051
rno-miR-204-3p -3.53 0.24 0.45 0.0093
rno-miR-210-5p -3.01 0.26 0.02 0.0000
rno-miR-199-3p -2.95 0.86 0.42 0.0000
rno-miR-139-3p -2.63 0.67 0.29 0.0424
rno-miR-106-3p -2.31 0.02 0.2 0.0000
rno-miR-9-5p -2.24 0.65 0.35 0.0378
rno-miR-98-3p -1.26 0.46 0.12 0.0018
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. MiRNAs sobreexpresado e inhibidos en corteza cerebral e hipocampo en ratas

con EHI y Cerebrolisina al posnatal 8 (P8). Los cambios de la expresidn de miRNAs se

evaluaron mediante el método 2744CT

4.2.3 miRNAs desregulados en el dia posnatal P21

4.2.3.1 Corteza cerebral

La EHI y EHI + Cereb causaron la sobreexpresion de 14 miRNAs (Tabla 4.7).

De estos, TTmIiRNAs fueron inhibidos (rno-miR-350, rno-miR-21-3p, rno-miR-

99b-3p, rMo-miR-411-3p, rno-miR-191-5p, rno-miR-140-3p, rno-miR-130a-5p,

rno-miR-25-3p, MIiR-129-3p, rno-miR-325-3p, rmo-miR-199a-3p) durante el

tratamiento de la EHI con cerebrolisina. Sin embargo, todos permanecen

sobreexpresados al compararlos con la expresion basal observada en el

grupo Intacto. 3 miRNAs no presentaron modificaciéon con respecto a la
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expresion observada en el grupo EHI (rno-miR-223-3p, rno-miR-93-3p, rno-miR-
93-5p).

Tabla 4.7. miRNAs sobreexpresados en corteza cerebral en ratas con EHI y el tratamiento

con cerebrolisina al posnatal 21 (P21).

Coeficiente indice de cambio

miRNA (gen) correlacion EHI EHI + Cereb P
de Pearson
rno-miR-350 8.12 5.56 4.44 0.0012
rno-miR-21-3p 7.58 2.31 2.07 0.0061
rno-miR-29b-3p 7.34 5.16 2.14 0.0082
rno-miR-411-3p 6.32 3.45 2.09 0.0000
rno-miR-191-5p 5.86 6.19 2.34 0.0263
rno-miR-140-3p 5.27 2.43 2.11 0.0000
rno-miR-223-3p 4.89 4.67 4.72 0.0475
rno-miR-130a-5p 4.67 9.02 2.69 0.0441
rno-miR-25-3p 4.50 10.04 2.15 0.0000
rmo-miR-93-3p 3.91 2.65 2.61 0.0466
rno-miR-129-3p 3.83 18.57 4.53 0.0000
rno-miR-325-3p 3.48 6.25 2.61 0.0025
rmo-miR-199a-3p 2.74 8.15 2.66 0.0000
ro-miR-93-5p 2.27 2.14 2.31 0.0000

Por otro lado, se observd que 10 miRNAs fueron inhibidos por EHI y EHI +
Cereb (Tabla 4.8). De estos, 7 miRNAs aumentaron la inhibicion cuando
estdn en condiciones de EHI + Cereb (rno-miR-7-3p, rno-miR-5-5p, rno-miR-
290-3p, rno-miR-29b-3p, rno-miR-26a-3p, rno-miR-138-5p, rno-miR-338-3p) y 3
disminuyeron la inhibicién (rno-miR-451-3p, rno-miR-29c-3p, rno-miR-376b-3p)
en EHI + Cereb (Figura 4.12).
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Tabla 4.8. miRNAs inhibidos en corteza cerebral en ratas con EHI y el tratamiento con

cerebrolisina al posnatal 21 (P21).

Coeficiente indice de cambio

miRNA (gen) correlacion EHI EHI + Cereb P
de Pearson
rno-miR-7-3p -9.91 0.38 0.23 0.0001
rno-miR-5-5p -8.96 0.29 0.14 0.0008
rno-miR-451-3p -6.53 0.44 0.65 0.0005
rno-miR-29a-3p -5.41 0.47 0.02 0.0304
rno-miR-29b-3p -5.23 0.41 0.15 0.0000
rno-miR-29c-3p -4.98 0.46 0.31 0.0416
rno-miR-376b-3p -4.67 0.45 0.79 0.0000
rno-miR-26a-3p -4.36 0.48 0.39 0.0316
rno-miR-138-5p -4.82 0.49 0.32 0.0000
rno-miR-338-3p -4.41 0.51 0.23 0.0167

4.2.3.1 Hipocampo
La EHl y EHI + Cereb incrementaron la expresion de 13 miRNAs en total (Tabla

4.9). De estos, 4 miRNASs (rno-miR-233, rno-miR-122a, rno-miR-20b, rno-miR-25-
3p) disminuyeron su expresion por el fratamiento de EHI con cerebrolisina.
Sin embargo, los otros 2 miRNAs (rno-miR-23-3p, rno-miR-20a, rno-miR-106q,
rMo-miR-23-5p, rno-miR-17-5p, rno-miR-324-5p, rno-miR-106b, rno-miR-21-3p,

rno-miR-142-5p) incrementaron su expresion en condiciones de EHI + Cereb.

Por otra parte, EHI y EHI + Cereb inhibieron 5 miRNAs en total (Tabla 4.10), de
los cuales, 3 MIRNAs (rno-miR-432, rno-miR-183, rno-miR-520c) aumentaron la
inhibicion con el tratamiento de EHI con cerebrolisina. Sin embargo, el
tratamiento de EHI con cerebrolisina disminuyd el grado de inhibicion del
rmo-miR-182. Cabe mencionar, que la expresion del rno-miR-26 no fue

afectada por el tratamiento de la EHI con cerebrolisina (Figura 4.12).
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Tabla 4.9. miRNAs sobreexpresado en hipocampo en ratas con EHI y el tfratamiento con

cerebrolisina al posnatal 21 (P21).

Coeficiente  indice de cambio

miRNA (gen) correlacion P
de Pearson EHI EHI + Cereb
rno-miR-233 13.09 6.97 1.83 0.0000
rno-miR-93-3p 12.38 5.05 4.37 0.0004
rno-miR-20a 11.64 3.21 43.18 0.0000
rno-miR-106a 10.13 2.19 29.75 0.0007
rno-miR-122a 9.88 31.35 3.06 0.0045
rno-miR-93-5p 9.24 2.83 10.3 0.0001
rno-miR-17-5p 8.75 2.28 22.39 0.0009
rno-miR-324-5p 8.54 2.19 64.79 0.0147
rno-miR-106b 8.05 2.84 5.00 0.0003
rno-miR-20b 7.91 2.09 1.83 0.0283
rno-miR-21-3p 7.62 2.74 9.95 0.0000
rno-miR-25-3p 5.81 2.31 1.57 0.0285
rno-miR-142-5p 3.01 3.21 14.34 0.0003

Tabla 4.10. miRNAs inhibidos en hipocampo en ratas con EHI y el fratamiento con

cerebrolisina al posnatal 21 (P21).

Coeficiente indice de cambio

miRNA (gen correlacion P
(gen) do Poarean EHI  EHI+Cereb
rno-miR-96 -17.59 0.04 0.04 0.0322
rno-miR-183 -14.67 0.04 0.03 0.0233
rno-miR-182 -10.83 0.01 0.51 0.0034
rno-miR-432 -9.17 0.49 0.42 0.0053
rno-miR-520c -3.92 0.44 0.18 0.0006
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Los cambios de la expresi
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4.3 Andlisis bioinformatico

4.3.1 MirPath v3 y TargetScan
Se realizd un andlisis bioinformatico en la plataforma de mirPath v3, con la

finalidad de determinar en qué via o proceso celular se encuentran
implicados los miRNAs desregulados por la EHlI y su fratamiento con
cerebrolisina. Para ello se obtuvieron ocho mapas de calor, cuatro
correspondientes a P8 y los ofros cuatro a P21.

4.3.1 Mapas de calor

4.3.1.1 Posnatal 8
Se obtuvieron 4 mapas de calor para los MiRNAs desregulados al dia P8 por

el tfratamiento de EHI con cerebrolisina (Figura 3-13). Se encontré que los
principales mMIRNAs sobreexpresados en la corteza cerebral estdn

directamente asociados a las siguientes vias:

1. Moléculas de adhesion celular (CAMs).

2. Diabetes en los jovenes con inicio de madurez.

3. Biosintesis de O-Glicanos de tipo mucina.

4. Biosintesis de acidos grasos insaturados (Figura 4.13 A).

Por otro lado, los miRNAs inhibidos en la corteza se encuentran relacionados

directamente con:
1. Biosintesis de N-Glicanos.
2. Procesamiento de proteinas en el reticulo endopldsmico.

3. Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (ARCV) (Figura 4.13
C).

Mientras que, los miRNAs sobreexpresados en hipocampo se encuentran

asociados a:
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1. Biosintesis de pantotenato y CoA.

2. Moléculas de adhesion celular (CAMs).

3. Diabetes en los jovenes con inicio de madurez.
4. MicroRNAs en cancer

5. Via de senalizacion del TGF-p.

6. Via de senalizacion de Rap1 (Figura 4.13 B).

Mientras que, los mIiRNAs inhibidos en hipocampo se encuentran

relacionados directamente con:
1. Moléculas de adhesion celular (CAMs).

2. Interaccioén del receptor ECM (Figura 4.13 D).
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Figura 4.13. Mapas de calor de las vias afectadas por los miRNAs sobreexpresados e
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MiRNAs inhibidos en corteza, C) miRNAs sobreexpresados en hipocampo y D) miRNAs

inhibidos en hipocampo.
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4.3.1.1 Posnatal 21
Se obtuvieron 4 mapas de calor de los miRNAs desregulados al dia P21, que

fueron afectados por EHI + Cereb (Figura 4.14). Se enconiré que los
principales mMIRNAs sobreexpresados en la corteza cerebral estdn

directamente asociados a las siguientes vias:

1. Carcinoma de células renales.

2. Desregulacion transcripcional en cdncer.

3. Vias de senalizacion de las MAP cinasas.

4. Enfermedad de Parkinson

5. Biosintesis de dcidos grasos insaturados (Figura 4.14 A).

Por ofro lado, los miRNAs inhibidos en corteza se encuentran relacionados

directamente con:

1. Biosintesis de N-Glicanos.

2. Biosintesis de Glicoesfingolipidos.
3. Via de senalizacion dePI3K-Akt.

4. Proteoglicanos en cdncer.

(€

. Interaccion del receptor ECM.

6. Amebiasis.

~N

. Digestion y absorcion de proteinas.
8. Adhesion local (Figura 4.14 C).

Mientras que, los procesos celulares afectados por los mMiRNAS

sobreexpresados en hipocampo son:

1. Desregulacion transcripcional en cdncer.
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N

. MicroRNAs en cdncer

3. Vias de senalizacion de las MAP cinasas.
4. Carcinoma de células renales

5. Enfermedad de Parkinson.

6. Crecimiento axonal.

7. Via de senalizacion del TGF-P.

8. Vias en cancer (Figura 4.14 B).

Finalmente, los MiRNAS inhibidos en hipocampo se encuentran relacionados

directamente con las siguientes vias:
1. MicroRNAs en cdncer.

2. Biosintesis de Glucosaminoglicanos queratdn sulfato (Figura 4.14 D).
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Figura 4.14. Mapas de calor de las vias afectadas por los miRNAs sobreexpresados e
inhibidos durante el P21 por el fratamiento de EHI con cerebrolisina de ratas sometidas a la
OACP por 30 minutos e hipoxia por 100 minutos. A) miRNAs sobreexpresados en corteza, B)
MiRNAs inhibidos en corteza, C) miRNAs sobreexpresados en hipocampo y D) miRNAs

inhibidos en hipocampo.
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TargetScan
Mediante un andlisis bioinformdatico en la plataforma TargetScan, se

obtuvieron los genes blancos de los miRNAs sobreexpresado e inhibidos de
corteza cerebral e hipocampo en P8 y P21. Los genes blanco que nos
interesaban y que se analizados fueron los blancos encontrados en los genes

que codifican para factores de crecimiento y ciclinas.

4.3.3 Genes blanco que codifican para factores de crecimiento

4.3.3.1 miRNAs sobreexpresados en corteza cerebral en P8
Se identificaron 66 factores de crecimiento que presentaron al menos un sitio

consenso para su unidn alos miRNAs sobreexpresados en la corteza cerebral
con EHI + Cereb: CTGF, EPS15L1, EGFR, FGF1, FGF2, FGF3, FGF5, FGF7, FGF8,
FGF9, FGF10, FGF11, FGF12, FGF13, FGF14, FGF20, FGF23, FGFR1, FGFRLT,
FGFR2, FGFR3, FGFR4, FIBP, FIGF, FRS2, GFER, GFI1, GFI1B, GFER, GRB2, GRB7,
GRB10, HBEGF, HBEGF, HGF, HDGF, HDGFRP3, IGF1, IGF2, IGFIR, IGF2R,
IGF2BP1, IGF2BP2, IGFBP2, IGF2BP3, IGFBP3, LTBP2, LTBP3, NGFR, NGFRAPT,
PDGFA, PDGFB, PDGFC, PDGFRA, PDGFRB, TBRG1, TGFA, TGFB1, TGFB2,
TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, TGFBRAP1, VEGFA y VEGFC (Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Factores de crecimiento que interactian con los mMiRNAs sobreexpresados en

corteza cerebral por el tratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

miRNA

HDGFRP3

EPS15L1
HGF

CTGF
EGFR
FGF1
FGF2
FGF3
FGF5
FGF7
FGF8
FGF9
FGF10
FGF11
FGF12
FGF13
FGF14
FGF20
FGF23
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FGFRL1
FIBP
FIGF
FRS2
GFER
GFI1
GFI1B
GRB2
GRB7
GRB10
HBEGF
HDGF

Predicted miR-189
Predicted miR-191
rno-miR-342-5p
rno-miR-99b-3p
rno-miR-411-3p
rno-miR-140-3p
rno-miR-191b
rno-miR-223-3p

rno-miR-495 .

rno-miR-213

rno-miR-192-3p H :H H H
rno-miR-21-3p
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Predicted miR-189 .

Predicted miR-191

rno-miR-342-5p

rno-miR-99b-3p . .

rno-miR-411-3p
rno-miR-140-3p
rno-miR-191b

rno-miR-223-3p

rno-miR-495
rno-miR-213
rno-miR-192-3p
rno-miR-21-3p

4.3.3.2 miRNAs inhibidos en corteza cerebral en P8
En la corteza cerebral se encontraron 13 miRNAs inhibidos, estos fienen

como genes blanco 72 factores de crecimiento en corteza cerebral con EHI
+ Cereb: CTGF, EGF, EGFR, EPS8, EPS15, EPS15L1, FGFBP1, FGFBP3, FGFI,
FGFR1, FGF2, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FGF5, FGF7, FGF?, FGF11, FGF12, FGF13,
FGF14, FGF16, FGF18, FGF19, FGF20, FGF22, FGF23, FRS2, GFER, GFI1, GRB2,
GRB7, GRB10, HBEGF, HDGFL1, HDGFRP3, HGS, IGFBP1, IGFBP3, IGFBP4,
IGFBPS, IGF1, IGFIR, IGF2, IGF2R, IGFBPL1, IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3, LTBP2,
LTBP3, LTBP4, NGFR, OGFRL1, PDGFC, PDGFD, PDGFRA, PDGFRB, PGF, TBRGT,
TGFA, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, TGFBR3L, TGFBRAPI,
VEGFA y VEGFC (Tabla 4.12)

Tabla 4.12. Factores de crecimiento que interactian con los miRNAs inhibidos en corteza

cerebral por el tratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

miRNA

CTGF
EGF
EGFR
EPS8
EPS15
EPS15L1
FGF1
FGF2
FGF5
FGF7
FGF9
FGF11
FGF12
FGF13
FGF14
FGF16
FGF18
FGF19
FGF20
FGF22
FGF23
FGFBP1
FGDBP3
I [ FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FRS2
GFER
GFI1
GRB2
GRB7
GRB10
HBEGF
HDGFL1
HDGFRP3

rno-miR-139-3p
rno-miR-7-3p
rno-miR-137-3p
rno-let-7g-3p
rno-miR-376b-3p
rno-miR-345-3p
rno-let-7-3p
rno-miR-451-3p
rno-miR-26a-3p
rno-let-7f-2-3p ]

rno-miR-29b-5p ] -
rno-miR-29a-5p
rno-miR-138-5p
rno-miR-29c-5p

l

:
Sge
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miRNA ooo=0EDdan
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o000 00000000 5

NGFRAP1
OGFRL1
PDGFC
PDGFD
PDGFRA
PDGFRE
PGF
TERG1
TGFA
TGFB1
TGFB2
TGFBE3
TGFBR1
TGFBR3
TGFBRAL
TGERAP1
VEGFA
VEGFC

rno-mik-1353p | | |
rno-miR-7-3p
Fno-miR-137-3p
rno-let-7g-3p
Fno-miR-376b-3p
Fno-miR-345-3p
Fno-let-73p
Fno-miR-451-3p

rno-miR-26a-3p
Fno-let-7f-2-3p
rno-mi-20b5p | | |

rno-miR-29a-5p
rno-miR-138-5p
rho-miR-29¢-5p

-

5

4.3.3.3 miRNAs sobreexpresados en hipocampo en P8

Igualmente, se identificaron 30 factores de crecimiento que presentaron al
menos un sitio de unidn a los MIRNAs sobreexpresados en hipocampo que
desarrollo EHI y fue tratado con cerebrolisina: EGFR, FGF7, FGF8, FGF9?, FGF10,
FGF12, FGF13, FGF14, FGF20, FGFR1, FGFR2, FRS2, GRB7, HGF, HDGFRP3, IGFT,
IGFIR, IGF2BP1, IGF2BP2, LTBP2, NGFR, PDGFRA, PDGFRB, TBRG1, TGFA, TGFB2,
TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3 y VEGFC (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Factores de crecimiento que interactian con los miRNAs sobreexpresados en

hipocampo por el fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

miRNA

EGFR
FGF7
FGF8
FGF9
FGF10
FGF12
FGF13
FGF14
FGF20
FGFR1
FGFR2
FRS2
GRB7
HGF
HDGFRP3
IGF1
IGFIR
IGF2BP1
IGF2BP2
LTBP2
NGFR
PDGFRA
PDGFRB
TBRG1
TGFA
TGFB2
TGFBR1
TGFBR2
TGFBR3
VEGFC

Predicted miR-189
Predicted miR-191
rno-miR-494-3p
rno-miR-21-3p

4.3.3.4 miRNAs inhibidos en hipocampo en P8

En el hipocampo se encontraron 23 miRNAs inhibidos, estos tienen como
genes blanco 89 factores de crecimiento que presentan un sitio de unién a
algun miRNA: CTGF, EGF, EGFR, EPS15L1, EPS8, EPS15, FGF1, FGF2, FGF3, FGF4,
FGFS5, FGF7, FGF8, FGF?, FGF10, FGF11, FGF12, FGF13, FGF14, FGF16, FGF17,
FGF18, FGF19, FGF20, FGF23, FGFBP1, FGFBP3, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4,
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FGFRL1, FIGF, FRS2, FRS3, GFER, GFI1, GFI1B, GRB7, GRB10, HBEGF, HDGF,
HDGFL1, HDGFRP3, HGF, IGF1, IGF2, IGFIR, IGF2R, IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3,
IGF2R, IGFALS, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBPS5, IGFBPL1, LTBP1, LTBP2, LPBP3,
LPBP4, NGFR, NGFRAP1, OGFRL1, PDGFA, PDGFB, PDGFC, PDGFD, PDGFRA,
PDGFRB, PGF, TBRG1, TBRG4, TGFA, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBI, TGFBRI,
TGFBR2, TGFBR3, TGBRAP1, TGFBR3L, VEGFA, VEGFB, VEGFC y VGF (Tabla
4.14).

Tabla 4.14. Factores de crecimiento que interactian con los mMIiRNAs inhibidos en

hipocampo por el tratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

miRNA

CTGF
EGF
EGFR
EPS15L1
EPS8
EPS15
FGF1
FGF2
FGF3
FGF4
FGF5
FGF7
FGF8
FGF9
FGF10
FGF11
FGF12
FGF13
FGF14
FGF16
FGF17
FGF18
FGF19
FGF20
FGF23
FGFBP1
FGFBP3
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FGFRL1
FIGF
FRS2
FRS3

rno-miR-344
rno-miR-7-3p
Rno-miR-497-39
rno-miR-301-5p
Rno-miR-343
rno-miR-148a-5p
rno-miR-137-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-186-3p
rno-miR-361-3p
rno-miR-17-5p
miR-409-5p
rno-miR-434-3p . :. .
rno-miR-411-3p
rno-miR-379-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-204-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-199-3p

rno-miR-139-3p i

rno-miR-106-3p

rno-miR-9-5p
rno-miR-98-3p

-

e
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:
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miRNA
(continuacion)

GFER
GFI1
GFI1B
GRB7
GRB10
HBEGF
HDGF
HDGFL1
HDGFRP3
NGFR
NGFRAP1
OGFRL1
PDGFA
PDGFB
PDGFC
PDGFD

rno-miR-344
rno-miR-7-3p
Rno-miR-497-39
rno-miR-301-5p
Rno-miR-343
rno-miR-148a-5p
rno-miR-137-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-186-3p
rno-miR-361-3p :.
rno-miR-17-5p
MiR-409-5p B
rno-miR-434-3p
rno-miR-411-3p
rno-miR-379-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-204-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-199-3p

rno-miR-139-3p h .

rno-miR-106-3p

rno-miR-9-5p
rno-miR-98-3p

. < SENEY) E cT")
e |EE . B3 <pinpRopasiEl
(continuacion) 128 &5 5 E 5650 bopBOL B
o000 FFFFFEFFFEFFFEFES>S>>S

rno-miR-344 . :. .
rno-miR-7-3p
Rno-miR-497-39
rno-miR-301-5p
Rno-miR-343

rno-miR-148a-5p
rno-miR-137-5p

rno-miR-324-5p

rno-miR-186-3p

rno-miR-361-3p J
rno-miR-17-5p -
miR-409-5p
rno-miR-434-3p .
rno-miR-411-3p
rno-miR-379-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-204-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-199-3p

rno-miR-139-3p :- -

rno-miR-106-3p

rno-miR-9-5p
rno-miR-98-3p

4.3.3.5 miRNAs sobreexpresados en corteza cerebral en P21
Se identificaron 66 factores de crecimiento que presentaron al menos un sitio

i
i

consenso para la unidn de los MiRNAs sobreexpresados en la corteza
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cerebral con EHI + Cereb: CTGF, EGF, EGFR, EPS8, EPS15, FGF2, FGF4, FGF5,
FGF7, FGF8, FGF9, FGF10, FGF11, FGF12, FGF13, FGF14, FGF20, FGFR1, FGFR2,
FRS2, GFER, GFI1, GRB2, GRB7, GRB10, HBEGF, HDGF, HDGFL1, HDGFRP3, HGF,
IGF1, IGFIR, IGF2R, IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4,
IGFBP5, IGFBPL1, LTBP1, LTBP2, LPBP3, LPBP4, NGFR, NGFRAP1, OGFRLI,
PDGFA, PDGFC, PDGFD, PDGFRA, PDGFRB, PGF, TBRG1, TGFA, TGFB2, TGFB3,
TGFBI, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, TGBRAP1, TRBG4, VEGFA y VEGFC (Tablas
4.15).

Tabla 4.15. Factores de crecimiento que interactian con los miRNAs sobreexpresados en

corteza cerebral por el tratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P2.

&
miRNA %I—LEE
woOOOLw
[yayayayO)
J5 &5 a5 35 a5 &= & &= =
rno-miR-350

rno-miR-21-3p
rno-miR-99b-3p
rno-miR-411-3p
rno-miR-191-5p
rno-miR-140-3p
rno-miR-223-3p
miR-130a-5p
rno-miR-25-3p
rno-miR-93-3p
miR-129-3p
rno-miR-325-3p
rno-miR-199a-3p
rno-miR-93-5p

I} —
i N ™ o
fnucacion |85 55 55
(continucacion) [N@@@OAOMA
[OYORORORORO)

rno-miR-350 . :.

rno-miR-21-3p
rno-miR-99b-3p
rno-miR-411-3p
rno-miR-191-5p
rno-miR-140-3p
rno-miR-223-3p
miR-130a-5p
rno-miR-25-3p
rno-miR-93-3p
miR-129-3p
rno-miR-325-3p
rno-miR-199a-3p
rno-miR-93-5p

NGFRAP1
OGFRL1
PDGFA
PDGFC
PDGFD
PDGFRA
PDGFRB
PGF
TBRG1
TGFA
TGFB2
TGFB3
TGFB
TGFBR1
TGFBR2
TGFBR3
TGBRAP1
TRBG4
VEGFA
VEGFC
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4.3.3.6 miRNAs inhibidos en corteza cerebral en P21

Del mismo modo, se identificaron 48 factores de crecimiento que
presentaron al menos un sitio consenso para la union de los MIRNASs inhibidos
en la corteza cerebral con EHI + Cereb: CTGF, EGF, EGFR, EPS15L1, EPS15,
FGF1, FGF2, FGF5, FGF7, FGF?, FGF10, FGF12, FGF13, FGF14, FGF23, FGFBPT,
FGFR1, FGFR2, FGFR4, FRS2, GFER, GRB7, GRB10, HBEGF, HDGF, HDGFLT,
HDGFRP3, HGF, IGF1, IGFIR, IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3, IGFBP3, IGFBPLI,
NGFR, OGFRL1, PDGFA, PDGFB, PDGFC, PDGFRA, PDGFRB, TBRG1, TGFB2,
TGFB3, TGFBR3, VEGFA y VEGFC (Tablas 4.16).

Tabla 4.16. Factores de crecimiento que interactian con los miRNAs inhibidos en corteza

cerebral por el fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P21.

. 5 W dF  esd
mRNA o B0 a0 QNS RERE Ry Soull coonotd
R el ot ot g P e
OWWWWIL L LLLLIL LI L Lttt OQOO0OIIIII ===
rno-miR-7-3p
rno-miR-5-5p
rno-miR-451-3p . :. ._
rno-miR-29a-3p
rno-miR-29b-3p
rno-miR-29c-3p
rno-miR-376b-3p
rno-miR-26a-3p
rno-miR-138-5p
rno-miR-338-3p
MIRNA T Or R dam®
(continuacién) s i 5 5 5 5 5 8 E g i g g
082 eRRE00pLY
rno-miR-7-3p
rno-miR-5-5p
rno-miR-451-3p
rno-miR-29a-3p :
rno-miR-29b-3p
rno-miR-29c-3p B
rno-miR-376b-3p B
rno-miR-26a-3p
rno-miR-138-5p
rno-miR-338-3p

4.3.3.7 miRNAs sobreexpresados en el hipocampo en P21
De la misma forma, se identificaron 64 factores de crecimiento que

presentaron al menos un sitio consenso para la unidn de los MiRNAs

sobreexpresados en hipocampo con EHI + Cereb: CTGF, EGF, EGFR, EPSS,
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EPS15, FGF1, FGF2, FGF4, FGF5, FGF7, FGF8, FGF9, FGF10, FGF12, FGFI13,
FGF14, FGF19, FGF20, FGFR1, FGFR2, FIGF, FRS2, GFER, , GFI1, GFI1B, GRB7,
GRB10, HGF, IGF1, IGFIR, IGF2R, IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3, IGFBP2, IGFBP3,
IGFBP4, IGFBPS, IGFBP7, IGFBPL1, LTBP2, LTBP3, NGFR, OGFRL1, PDGFB, PDGFD,
PDGFRA, PDGFRB, TBRGI1, TGFA, TGFB2, TGFBI, TGFBRI1, TGFBR2, TGFBRS,
TGFBRAPT, TRBG1, TRBG4, VEGFA, VEGFB y VEGFC (Tablas 4.17).

Tabla 4.17. Factores de crecimiento que interactian con los mMiRNAs sobreexpresados en

hipocampo por el tfratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P21.

miRNA

CTGF
EGF
EGFR
EPS8
EPS15
FGF1
FGF2
FGF4
FGF5
FGF7
FGF8
FGF9
FGF10
FGF12
FGF13
FGF14
FGF19
FGF20
FGFR1
FGFR2
FIGF
FRS2
GFER
GFI1
GFI1B
GRB7
GRB10
HBEGF
HDGFL1
HDGFRP3
HGF
IGF1
IGF1IR
IGF2R
IGF2BP1

rno-miR-233
rno-miR-93-3p
rno-miR-20a
rno-miR-106a
rno-miR-122a
rno-miR-93-5p
rno-miR-17-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-106b
rno-miR-20b
rno-miR-21-3p
rno-miR-25-3p
rno-miR-142-5p

imuacion) [BR5 S EE5E
(continuacion) [N N @ MMOMO MO
COOVVOOVOO

OGFRL1
PDGFB
PDGFD
PDGFRA
PDGFRB
TBRG1
TGFA
TGFB2
TGFBI
TGFBR1
TGFBR2
TGFBR3
TGBRAP1
TRBG1
TRBG4
VEGFA
VEGFB
VEGFC

rno-miR-233
rno-miR-93-3p
rno-miR-20a
rno-miR-106a
rno-miR-122a
rno-miR-93-5p
rno-miR-17-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-106b
rno-miR-20b
rno-miR-21-3p
rno-miR-25-3p
rno-miR-142-5p

4.3.3.8 miRNAs inhibidos en el hipocampo en P21
Finalmente, en hipocampo se identificaron 36 factores de crecimiento que

presentaron al menos un sitio consenso para la unidn de los MiIRNAs inhibidos.
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De estos miRNASs solo se pudieron identificar los factores de crecimiento de
3 MIRNAs (rno-miR-26, rmo-miR-183 y ro-miR-182), sin embargo, el andlisis
bioinformatico reveld una gran cantidad de factores de crecimiento: CTGF,
EGFR, EPS8, EPS15, EPS15L1, FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF11, FGF12, FGF13,
FGF14, FGFR2, FRS2, GRB2, GRB14, HDGFRP3, HGF, IGF1, IGFIR, IGF2, IGF2R,
IGFBP3, IGFBPL1, LTBP2, OGFRL1, PDGFB, PDGFD, PDGFRA, TBRG1, TGFB2,
TGFBI, TGFBR1 y TGFBR3L (Tablas 4.18).

Tabla 4.18. Factores de crecimiento que interactian con los mMIiRNAs inhibidos en

hipocampo por el tfratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P21.

miRNA

TGFBR3L

rno-miR-96
rno-miR-183
rno-miR-182

4.3.4 Genes blanco que codifican para ciclinas

4.3.4.1 miRNAs sobreexpresados en la corteza cerebral en P8
Se identificaron 46 ciclinas que presentaron al menos un sitio consenso para

la unidn de los MiRNAs sobreexpresados en la corteza cerebral con EHI +
Cereb: CCNA2, CCNC, CCNDBP1, CCND2, CCNE, CCNG1, CCNG2, CCNF,
CCNH, CCNJ, CCNJL, CCNK, CCNO, CCNT1, CCNT2, CCNY, CCNYL1, CDK2,
CDK¢, CDK8, CDK12, CDK13, CDK14, CDK15, CDK16, CDK17, CDK18, CDK19,
CNK11B, CDK2AP1, CDK5R1, CDKL1, CDKL2, CDKL3, CDKL4, CDKNIA,
CDKN2C, CNNMT1, CNNM2, CNNM3, CNNM4, CNPPD1, CNTDI1, DMTF1, GAK
y NUCKS1 (Tablas 4.19).
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Tabla 4.19. Ciclinas que interactUan con los miRNAs sobreexpresados en corteza cerebral

por el fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

-
o N %N = G - aa O Nm#mohmeEE‘HNm
miRNA <UDDuJ(D(DLLI-—w—:xOI—I—>->-Ncooo\—|F|‘—|\—|\—|‘—|\—|\—uﬁﬁm_l_l_n
G8555555528 5000000 saee s EEXXXXE
OQOOOO0OO0OLLLOLOLOLOLOOOOLOLOLLLLOOLOLOLOLOLLLLLOOOOOO
Predicted miR-189 . .: . .:
Predicted miR-191
rno-miR-342-5p ||
rno-mir-99b-3p | ||
rno-miR-411-3p
rno-miR-140-3p
rno-miR-191b . . (I .
rno-miR-223-3p
rno-miR-495
rno-miR-213 |
rno-miR-192-3p |
rno-miR-21-3p
mRA s S8z gosBan @

(continuacion) |[X XX ZZZZakEkEXO
O0QZZZ2ZzZ2Z2=<>D
ooooooooLoOoOvz

Predicted miR-189 -
Predicted miR-191
rno-miR-342-5p ||
rno-miR-99b-3p | | [
rno-miR-411-3p
rno-miR-140-3p
rno-miR-191b ::.
rno-miR-223-3p
rno-miR-495

rno-miR-213
rno-miR-192-3p
rno-miR-21-3p

4.3.4.2 miRNAs inhibidos en la corteza cerebral en P8
Del mismo modo, se identificaron 68 ciclinas que presentaron al menos un

sitio consenso para la union de los miRNAs inhibidos en la corteza cerebral
con EHI + Cereb: CCNA2, CCNB1, CCNB2, CCNC, CCNBI1IP1, CCNDBPT,
CCNDI1, CCND2, CCND3, CCNE, CCNET1, CCNE2, CCNF, CCNG1, CCNG2,

CCNH, CCNI, CCNI2, CCNJ, CCNJL, CCNK,

CCNLT, CCNL2, CCNO, CCNTI,

CCNT2, CCNY, CCNYLI, CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDKé, CDK8, CDK11,
CDK12, CDK13, CDK14, CDK15, CDK16, CDK17, CDK18, CDK19, CNK11B,

CDK2AP1, CDK2AP2, CDKS5RIT,

CDK5R2, CDKLI,

CDKL2, CDKL3, CDKL4,

CDKNTA, CDKNI1B, CDKN2B, CDKN1C, CDKN2C, CINP, CNNM1, CNNMZ2,

CNNM3, CNNM4, CNPPD1, CNTD1, DMTFI,
4.20).
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Tabla 4.20. Ciclinas que interactian con los miRNAs inhibidos en corteza cerebral por el

fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

miRNA

CCNA2
CCNB1
CCNB2
CCNC
CCNB1IP1
CCNDBP1
CCND1
CCND2
CCND3
CCNE

CCNE1
CCNE2
CCNF

CCNG1
CCNG2
CCNH
CCNI
CCNI2
CCNJ
CCNJL
CCNK
CCNL1
CCNL2
CCNO

CCNT1
CCNT2
CCNY
CCNYL1
CDK1
CDK2
CDK3
CDK4
CDK6
CDK8

rno-miR-139-3p
rno-miR-7-3p
rno-miR-137-3p
rno-let-7g-3p
rno-miR-376b-3p
rno-miR-345-3p
rno-let-7-3p
rno-miR-451-3p
rno-miR-26a-3p
rno-let-7f-2-3p
rno-miR-29b-5p
rno-miR-29a-5p
rno-miR-138-5p
rno-miR-29c-5p

i

s
o

- e

miRNA
(continuacion)

CDK11
CDK12
CDK13
CDK14
CDK15
CDK16
CDK17
CDK18
CDK19

CNK11B
CDK2AP1
CDK2AP2
CDK5R1

CDK5R2
CDKL1
CDKL2
CDKL3
CDKL4
CDKN1A
CDKN1B
CDKN2B
CDKN1C
CDKN2C
CINP

CNNM1
CNNM2
CNNM3
CNNM4
CNPPD1
CNTD1
DMTF1
GAK
NUCKS1
SCAPER

rno-miR-139-3p
rno-miR-7-3p
rno-miR-137-3p
rno-let-7g-3p
rno-miR-376b-3p
rno-miR-345-3p
rno-let-7-3p
rno-miR-451-3p
rno-miR-26a-3p
rno-let-7f-2-3p
rno-miR-29b-5p
rno-miR-29a-5p
rno-miR-138-5p
rno-miR-29c-5p

St

4.3.4.3 miRNAs sobreexpresados en el hipocampo en P8
Por otro lado, se identificaron 32 ciclinas que presentaron al menos un sitio

consenso para la unidon de los miRNAs inhibidos en la corteza cerebral con
EHI + Cereb: CCNA2, CCND2, CCNEIT, CCNGI1, CCNG2, CCNJ, CCNJIL,
CCNO, CCNTI1, CCNY, CDK2, CDK6, CDK13, CDK14, CDK15, CDK16, CDK17,
CDK18, CDK19, CNK11B, CDK5R1, CDKL1, CDKL2, CDKL4, CDKN1A, CDKN2C,
CNNM2, CNNM4, CNPPD1, CNTD1, DMTF1 y NUCKST1 (Tablas 4.21).
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Tabla 4.21. Ciclinas que interactian con los miRNAs sobreexpresados hipocampo por el

fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P8.

miRNA

CCNA2
CCND2
CCNE1
CCNG1
CCNG2
CCNJ
CCNJL
CCNO
CCNT1
CCNY
CDK2
CDK6
CDK13
CDK14
CDK15
CDK16
CDK17
CDK18
CDK19
CNK11B
CDK5R1
CDKL1
CDKL2
CDKL4
CDKN1A
CDKN2C
CNNM2
CNNM4
CNPPD1
CNTD1
DMTF1
NUCKS1

Predicted miR-189
Predicted miR-191
rno-miR-494-3p
rno-miR-21-3p

4.3.4.4 miRNAs inhibidos en el hipocampo en P8
Igualmente, se identificaron 63 ciclinas que presentaron al menos un sitio

consenso para la unidon de los miRNAs inhibidos en la corteza cerebral con
EHI + Cereb: CCNA2, CCNB2, CCNC, CCNBI1IP1, CCNDBP1, CCND1, CCND2,
CCND3, CCNE2, CCNF, CCNGI1, CCNG2, CCNH, CCNI, CCNI2, CCNJ,
CCNJL, CCNK, CCNL1, CCNL2, CCNO, CCNTI, CCNT2, CCNY, CCNYLI,
CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDKé, CDK7, CDK8, CDK?, CDK10, CDK12, CDK13,
CDK14, CDK15, CDK16, CDK17, CDK18, CDK19, CNK11B, CDK5R1, CDKLI,
CDKL2, CDKL3, CDKL4, CDKN1TA, CDKNI1B, CDKN2B, CDKNI1C, CDKN2C,
CNNMT, CNNM2, CNNM3, CNNM4, CNPPD1, CNTD1, DMTF1, GAK, NUCKS1 y
SCAPER (Tablas 4.22).
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Tabla 4.22. Ciclinas que interactian con los miRNAs inhibidos en por el fratamiento de EHI

con cerebrolisina al dia P8.

rno-miR-344
rno-miR-7-3p
Rno-miR-497-39
rno-miR-301-5p
Rno-miR-343
rno-miR-148a-5p
rno-miR-137-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-186-3p
rno-miR-361-3p
rno-miR-17-5p
miR-409-5p
rno-miR-434-3p
rno-miR- 411-3p
rno-miR-379-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-204-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-199-3p
rno-miR-139-3p
rno-miR-106-3p
rno-miR-9-5p

momiros-3p [T [ [ I I | [

rno-miR-344
rno-miR-7-3p
Rno-miR-497-39
rno-miR-301-5p
Rno-miR-343 :. . .
rno-miR-148a-5p
rno-miR-137-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-186-3p
rno-miR-361-3p
rno-miR-17-5p
miR-409-5p
rno-miR-434-3p
rno-miR- 411-3p
rno-miR-379-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-204-3p
rno-miR-210-5p
rno-miR-199-3p
rno-miR-139-3p
rno-miR-106-3p
rno-miR-9-5p

momiros3p [T [ [ I I | O [ [ [ SENE

H

94



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

4.3.4.5 miRNAs sobreexpresados en la corteza cerebral P21
Por ofra parte, se identificaron 51 ciclinas que presentaron al menos un sitio

consenso para la union de los miRNAs sobreexpresados en corteza con EHI
+ Cereb: CCNA2, CCNC, CCND1, CCND2, CCNE, CCNE2, CCNF, CCNGH,
CCNG2, CCNH, CCNI2, CCNJ, CCNJL, CCNL1, CCNL2, CCNO, CCNTI,
CCNT2, CCNY, CDK1, CDK2, CDKé4, CDK7, CDK8, CDK12, CDK13, CDK14,
CDK15, CDK16, CDK17, CDK18, CDK19, CNK11B, CDK5R1, CDK5R2, CDKLIT,
CDKL2, CDKL4, CDKNTA, CDKN1B, CDKN2B, CDKN1C, CDKN2C, CDKNS3,
CNNMT, CNNM2, CNNM3, CNNM4, DMTF1, GAK y NUCKST (Tablas 4.23).

Tabla 4.23. Ciclinas que interactUan con los miRNAs sobreexpresados en corteza cerebral

por el fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P21.

miRNA

rno-miR-350
rno-miR-21-3p
rno-miR-99b-3p
rno-miR-411-3p
rno-miR-191-5p
rno-miR-140-3p
rno-miR-223-3p
miR-130a-5p
rno-miR-25-3p
rno-miR-93-3p
miR-129-3p
rno-miR-325-3p
rno-miR-199a-3p

rno-mir-93-5p | | I

m

miRNA
(continuacién)

CDK5R2
CDKL1
CDKL2
CDKL4
CDKN1A
CDKN1B
CDKN2B
CDKN1C
CDKN2C
CDKN3
CNNM1
CNNM2
CNNM3
CNNM4
DMTF1
GAK
NUCKS1

rno-miR-350
rno-miR-21-3p
rno-miR-99b-3p
rno-miR-411-3p
rno-miR-191-5p
rno-miR-140-3p
rno-miR-223-3p
miR-130a-5p
rno-miR-25-3p
rno-miR-93-3p :.
miR-129-3p
rno-miR-325-3p
rno-miR-199a-3p
rno-miR-93-5p .

l_%
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4.3.4.6 miRNAs inhibidos en la corteza cerebral en P21

Por ofra parte, se identificaron 42 ciclinas que presentaron al menos un sifio
consenso para la unidén de los miRNAs inhibidos en corteza con EHI + Cereb:
CCNA2, CCNBIIPT, CCNDI1, CCND2, CCND3, CCNE1, CCNE2, CCNGI,
CCNG2, CCNI, CCNJ, CCNJL, CCNL2, CCNO, CCNTI, CCNT2, CCNY, CDKT,
CDK2, CDK3, CDK4, CDKé6, CDK8, CDK12, CDK13, CDK14, CDK16, CDK19,
CDKS5R1, CDKL2, CDKL3, CDKL4, CDKN2B, CDKN1C, CDKN2C, CINP, CNNMT,
CNNM2, CNNM4, DMTFT, GAK y NUCKST (Tablas 4.24).

Tabla 4.24. Ciclinas que interactlan con los miRNAs inhibidos en corteza cerebral por el

fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P21.

-
N%HNO’J\—!NHN T m a9
. —
miRNA <DO00LNO0_53 0 > dnmcsondlI83E5I0TZZ
ZZZZZ2ZZ2Z2Z2Z2Z2Z2ZZZZ2Z2Z2ZZXX XXX XXXXXYXXXXXXXNX
[CRONONSRONONCRSNONCRTNONCRTRONONSNaNayayaayayayaaaalalalalalalya)
QOOOOOOOOLOOLOLOOLOLOLOLOLLLOLLOLOLOLOLLOLOLOLOLOLOLOOLOLOLOOOOO
rno-miR-7-3p
rno-miR-5-5p

!
fi
:

rno-miR-451-3p
rno-miR-29a-3p
rno-miR-29b-3p
rno-miR-29c-3p
rno-miR-376b-3p
rno-miR-26a-3p [ ] :.
rno-miR-138-5p ]
rno-miR-338-3p
miRNA

(6]

N

. . z
(continuacion) %
O

NS o
s S55E.
ZZZZz><
ooooao

rno-miR-7-3p

rno-miR-5-5p

rno-miR-451-3p :.

rno-miR-29a-3p

rno-miR-29b-3p

rno-miR-29c-3p

rno-miR-376b-3p

rno-miR-26a-3p ] .
rno-miR-138-5p
rno-miR-338-3p

4.3.4.7 miRNAs sobreexpresados en el hipocampo en P21
Por otra parte, se identificaron 54 ciclinas que presentaron al menos un sitio

consenso para la unidn de los MiIRNAs sobreexpresados en hipocampo con
EHI +Cereb: CCNA2, CCNC, CCNDBP1, CCNDI1, CCND2, CCNE, CCNET,
CCNE2, CCNF, CCNGI, CCNG2, CCNH, CCNI, CCNI2, CCNJ, CCNJL,
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CCNL2, CCNO, CCNTI, CCNT2, CCNY, CCNYLI, CDK2, CDK3, CDK5, CDKé,
CDK8, CDK13, CDK14, CDK15, CDK16, CDK17, CDK18, CDK19, CNK11B,

CDK2AP2, CDKS5R1, CDKLI,

CDKL2, CDKL3, CDKL4, CDKNTA, CDKNIB,

CDKN2B, CDKNIC, CDKN2C, CDKN3, CNNB1, CNNMIT, CNNM2, CNNM3,
CNNM4, DMTF1 y NUCKST (Tabla 4.25).

Tabla 4.25. Ciclinas que interactian con los miRNAs sobreexpresados en por el tratamiento

de EHI con cerebrolisina al dia P21.

-
2N -
mrRNA (20888 uwllul8s 9020 Yaowen3I 88533
88555555065080800000000555555888555
OOOOOLOOLOOOOOLOLLLOOOOLOLOLLLOOLOOLOOLOLLLOLOOOOOO
rno-miR-233
rno-miR-93-3p
rno-miR-20a
rno-miR-106a
rno-miR-122a
rno-miR-93-5p . .
rno-miR-17-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-106b
rno-miR-20b
rno-miR-21-3p
rno-miR-25-3p
rno-miR-142-5p
: - <mmOO o
MRNA 985999322322 24352350
(continuacion) XXX N¥XNY¥NXYNYNYNXYNYNXNYZZZZZ2E0
5668888888888855555652
rno-miR-233
rno-miR-93-3p
rno-miR-20a
rno-miR-106a
rno-miR-122a
rno-miR-93-5p B
rno-miR-17-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-106b
rno-miR-20b
rno-miR-21-3p
rno-miR-25-3p
rno-miR-142-5p

4.3.4.8 miRNAs inhibidos en el hipocampo en P21
Finalmente, se identificaron 24 ciclinas que presentaron al menos un sitio

consenso para la unién de los miRNAs inhibidos en hipocampo con EHI +
Cereb: CCNDBP1, CCND2, CCNG2, CCNI, CCNJ, CCNT1, CCNT2, CCNY,
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CDK1, CDK2, CDK¢, CDK7, CDK12, CDK13, CDK15, CDK17, CDK18, CDKLT,
CDKL2, CNNM2, CNNM3, CNTD1, CNTD2 y NUCKST1 (Tabla 4.26).

Tabla 4.26. Ciclinas que interactUan con los miRNAs inhibidos en hipocampo por el

fratamiento de EHI con cerebrolisina al dia P21.

miRNA

CCNDBP1
CCND2
CCNG2
CCNI
CCNJ
CCNT1
CCNT2
CCNY
CDK1
CDK2
CDK6
CDK7
CDK12
CDK13
CDK15
CDK17
CDK18
CDKL1
CDKL2
CNNM2
CNNM3
CNTD1
CNTD2
NUCKS1

rno-miR-96
rno-miR-183
rno-miR-182

4.3.5 MirPath

4.3.5.1 Via del TGF-B
El andilisis de los blancos de los genes que conforman la via de senalizacion

del TGFp reveld que los genes SMADT, INHBB, SMAD2, CULT, PITX2, PPP2CA,
SMAD7, BAMBI, ZFYVE? Y E2F5, son los principales blancos de los miRNAs
desregulados positivamente por el tratamiento de la EHI con cerebrolisina
(Figura 4.15). El miRNA rno-miR-17-5p interactua con el gen SMAD7, BAMBI,
ZFYVE? Y E2F5. El rno-miR-106b interactua con los genes SMAD7, BAMBI,
PPP2CA, ZFYVE? Y E2F5. El rno-miR-20b-5p interactua con los genes gen
SMAD7, BAMBI, ZFYVE9 Y E2F5. Y finalmente el miR-494-3p interactUa con los
genes SMADI, INHBB, SMAD2, CULT y PITX2.
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Figura 4.15. Via de senalizacion TGF-B en donde se observa los genes blanco de los miRNAs
sobreexpresado por la EHI y EHI + Cereb. Los genes en color amarillo son blancos de un

MIRNA vy los genes en color naranja son blancos de dos a tres miRNAs.

4.3.5.2 Via de las MAPK
El andilisis de los blancos de los genes que conforman la via de senalizacion

de las MAPK reveld que los genes PDGRA, SOS1, MAP3K8, MAP3K2, MAP3K 14,
MKNK2, RPS6KAT, ELK4, DUSP8, PPP3R1, CRK, RPS6KAS5 y DUSP2, son los
principales blancos de los miRNAs desregulados positivamente por el
tratamiento de la EHI con cerebrolisina (Figura 4.16). Se sabe que la
regulacion negativa de rno-miR-923-5p y rno-miR-17-5p encienden los
siguientes 13 genes: MAP3K2, SOS1, ELK4, MKNK2, MAP3K8, RPS6KAS5,
RPS6KAT, CRK, DUSP2, MAP3K14, PDGRA, PPP3R1 Y DUSP8. Y finalmente, el
ro-miR-106b enciende los siguientes once genes: MAP3K2, SOS1, ELK4,
MKNK2, RPS6KAT, CRK, DUSP2, MAP3K14, PDGRA, PPP3R1, DUSP8 y RPS6KA4.
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Figura 4.16. Via de senalizacién MAPK en donde se observa los genes blanco de los miRNAs
sobreexpresado de por la EHI y el tratamiento de EHI con cerebrolisina. Los genes en color
amarillo son blancos de un miRNA y los genes en color naranja son blancos de dos a cuatro

MIiRNAS.

4.3.5.3 Via del RAP1

El andlisis de los blancos de los genes que conforman la via de senalizaciéon
de RAPIT reveld que los genes GNAOT, RAP1B, FGF13, PDGFRA, CTNNB1 y
MAP2K3 son los principales blancos de los mMiRNAs desregulados
positivamente por el tratamiento de la EHI con cerebrolisina. El rno-miR-21-
3p es el Unico que regula la expresion diferencial de estos ocho genes

(Figura 4.17, genes en amairillo).
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Figura 4.17. Via de senalizacién RAP1 en donde se observa los genes blanco de los miRNAs
sobreexpresado de por la EHI y el fratamiento de EHI con cerebrolisina. Los genes en color

amairillo son blancos de un miRNA.

4.3.5.5 Via del WNT

El andlisis de los blancos de los genes que conforman la via de senalizaciéon
de WNT reveld que los genes Nfatc3, Mmp7, Apc2, Prkx, WIF1, Daaml, Fzdé,
Cull, Wnt9a, Gpc4, Tblixrl, Pricklel, Nlk, Ctnnb1, Lrpé, Dkk2, Cxxc4, Axin2,
Ctbpl, Pppdrl y Tcf712, son los principales blancos de los mMiRNAs
desregulados negativamente en corteza cerebral al P8 por el tratamiento
de EHI con cerebrolisina. El rno-miR-7-3p interactUa con 5 genes: Prkx, Fzdé,
NIk, Cxxc4 y Pp3rl. Al igual que el rno-miR-137-3p interactla con 5 genes
también: Mmp7, WIF1, Daam1, Cxxc4 y Ctbp1. Mientras que, el rno-miR-7g-
3p interactua con 7 genes: Apc2, Daaml, Gpc4, Tbllxrl, Lrpé, Cxxc4, Tcf712.
Por ofro lado, el rno-let-7f-3p interactla con 3 genes: Prickle1, NIk y Tcf712, y
el rno-miR-35%96d interactUa con 3 genes: Cull, Ctnnb1 y Tcf712. El rno-miR-

29b-5p interactlua con 3 genes: Wnt9a, Dkk2 y Axin2. Mientras que, el rno-
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mMiR-138-5p y el rno-miR-376b-3p intferactuan con los genes: Mmp7 y Nfatc3,

respectivamente (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Via de senalizacién WNT en donde se observa los genes blanco de los miRNAs
inhibidos de por la EHI y el fratamiento de EHI con cerebrolisina. Los genes en color amarillo

son blancos de un miRNA.

4.3.5.4 Via del TNF

El andilisis de los blancos de los genes que conforman la via de senalizacion
de TNF reveld que los genes Cx3cll, lkbkb, Nfkbia, Pgam5, Traf3, Tnfrsflq,
Map2ké y Rela, son los principales blancos de los miRNAs desregulados
negativamente en corteza cerebral en el P21 por el tfratamiento de la
cerebrolisina en condiciones de EHI. Los miRNAS rno-miR-29a-3p, rno-miR-
29b-3p y rno-miR-29c-3p interactian con 4 genes: Cx3cll, Traf3, Tnfrsfla y
Map2ké. Mientras que, 10s mMiIRNAs rno-miR-138-5p, rno-miR-338-3p, rno-miR-
376b-3p y rno-miR-7a-3p, interactian con los genes: Rela, lkbkb, Pgam5 y

Nfkbia, respectivamente (Figura 4.19).
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5. DISCUSION
En este trabajo identificamos el perfil de expresion de miRNAs en un modelo
animal de EHI y su tratamiento con cerebrolisina en edades P8 y P21 en ratas

machos, mediante un andlisis de microarreglos de expresion de genes.

Mediante un andlisis bioinformdtico en la plataforma TargetScan se
identificaron genes blanco en las familias de factores de crecimiento vy
ciclinas. Ademds, de que se obtuvieron las vias de senalizacién implicadas

con los miRNAs mediante la base de datos mirPath.

Los factores de crecimiento desempenan un papel critico en la regulacion
de la neurogénesis en el sistema nervioso central en desarrollo y en adultos
[Cameron, et al 1998]. Por ofro lado, las ciclinas son proteinas que forman
complejos con enzimas cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) [Lim y
Kaldis, 2013] y estdn implicadas en la proliferacion, diferenciaciéon y muerte
celular [Xiong, et al 1997]. Las CDKS son las encargadas de impulsar la
progresion del ciclo celular, y son consideradas engranajes que ayudan ala
transicion entre las fases del ciclo celular. La actividad de los complejos
CDK/Ciclina estd regulado por una gran cantidad de inhibidores de CDK,
que sirven como frenos para detener la progresion celular en condiciones

desfavorables [Lim y Kaldis, 2013].

Por otro lado, el modelo de EHI mds utilizado es el modelo de ratas neonatas
de Ricce-Vannuci en el que utiliza isquemia e hipoxia conjuntamente [Rice,
et la 1981; Vanucci y Vanucci, 2005], este modelo evoluciono del de Levine
en 1960 en ratas adultas [Levine, 1960]. Con este modelo se obtiene una
mayor lesion en el hemisferio ipsilateral a la obliteraciéon, que se extiende a
la corteza, cuerpo estriado, tdlamo e hipocampo. Las lesiones producidas
afectan mds a la materia gris que a la materia blanca [Rice, et la 1981]. La
mayoria de los autores optan por regular el tiempo de hipoxia para mejorar

la supervivencia y crear modelos con lesiones similares a lo observado en

104



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

seres humanos. Sin embargo, la mortalidad y el grado de lesidon depende del
grado de la hipoxia, en tiempos mdas cortos de hipoxia se observan lesiones
en la corteza cerebral e hipocampo y en tiempos mads largos se produce
lesiones cavitarias en el hemisferio cerebral [Vanucci y Vanucci, 2005;
Towfighi, et al 1991].

Por lo que se refiere al modelo generado en este estudio, la presion del flujo
de gas utilizado durante la hipoxia fue de 1 L/min a temperatura constante
de 37°C, se observd una alta tasa de mortalidad del 80%, no obstante, los
machos presentaron una mayor mortalidad con respecto alas hembras. Esta
tasa de mortalidad encontrada en nuestros resultados coincide con 1o
reportado por Shankaron, 2012 para recién nacidos con una mortalidad del
85% causada por la EHI severa [Shankaran, 2012]. Sin embargo, en nuestro
estudio uno de los pardmetros que no se controlo fue la humedad porlo que
consideramos que afecto la tasa de mortalidad observada en este estudio,
debido a que la variacion de estos pardmetros (temperatura, humedad vy
presion) pueden afectar tal pardmetro [Sampath, et al 2014]. Estudios previos
han reportado que la presion constante de la mezcla de gas es de 5-6 L/min
y el mantener un ambiente térmico constante les ayudo a mantener una
baja tasa de mortalidad que fue de 1 de 20 animales isquémicos durante el

periodo de hipoxia [Baldivini, et al 2000].

En nuestro modelo el fiempo de hipoxia fue de 100 minutos produciendo un
dano severo y una mortalidad de mdas del 80%. En trabajos previos con el
mismo modelo en ratas, se ha reportado que el tiempo de hipoxia de 90
minutos (O2 al 8% y temperatura constante de 36°C) produce un dano
moderado del 40% del hemisferio cerebral y una mortalidad del 16-20%
[Sabir, et al 2012; Rice, et la 1981]. Mientras que, el incremento del tiempo de
hipoxia a 120 minutos (O2 al 8% y 37°C) incrementa la lesién de hasta el 60%

del hemisferio ipsilateral al dano y como consecuencia aumenta la
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mortalidad del 25-30% [Vanucci y Vanucci, 2005]. Nuestro modelo reune las
lesiones reportadas por los autores aqjustdndose mds a las lesiones

observadas en pacientes neonatos.

Al someter a los neonatos a hipoxia se observd que morian mds del 50%, en
trabajos previos se reportd que las ratas neonatas al P6 que fueron
sometidas a hipoxia en una cdmara con Oz al 9% y una presidn parcial de
CO2 al 20% tuvieron una mayor tasa de mortalidad y una mayor frecuencia
de convulsiones [Boss, et al 2005]. Como resultado, el insulto de |la hipoxia
solo produjo convulsiones y genero lesiones sutiles en el cerebro, pero no es
comparable con las lesiones observadas en pacientes humanos [Millar, et

al 2017] debido a que solo se realizd hipoxia.

En nuestro estudio se observd la presencia de convulsiones después de la
hipoxia. Entre las convulsiones que se desarrollaron fueron ténicas en la
cabeza, clénicas en el tronco y ténico-clonicas en la cola, estas nos
indicaron que el modelo de EHI se produjo. Sampath, et al observaron en un
modelo de EHI neonatal la aparicién de convulsiones conductuales después
de la exposicidon a hipoxia. Entre las convulsiones que observaron fueron
clonicas, postura tonica del fronco, convulsiones tonico-clonicas, espasmos
faciales y rigidez de la cola [Sampath, et al 2014]. Los resultados observados
por Sampath, et al, son consistentes con los obtenidos por nuestro grupo. Las
convulsiones observadas después de la hipoxia son similares a las
experimentadas en recién nacidos humanos, estas son breves y repetitivas,
y consisten en subtipos de convulsiones clénicas, toénicas, mioclénicas vy
sutiles [Clancy y Legido, 1987; Seshia, et al, 2011]. En otro estudio en un
modelo de rata por dano perinatal de HI, se observd la progresion y
distribucion temporal de las convulsiones motoras espontaneas en un
periodo latente de 7 meses [Kadam y Dukek, 2007]. Ademds, se ha

observado en pacientes humanos con EHI neonatal, convulsiones en las
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primeras 6-24 horas después del nacimiento, sin embargo, no hay mejoria y
continban en las horas siguientes [Ahn, et al, 1998; Filan, et al, 2005]. En
nuestro modelo solo se observaron convulsiones horas después de realizar la

hipoxia, es decir, a corto plazo.

El modelo estandarizado de EHI permite generar un dano sistematico en la
region temporo-parietal extendiéndose hasta el nicleo estriado. Estas
regiones estdn rodeadas por zonas hipdxicas evaluadas mediante la fincion
de TTC (Figura 4.2). En la imagen correspondiente a EHI se observa necrosis
caracteristica de dano en corteza y dreas en penumbra correspondiente a
hipocampo. Sameshima e lkenoue caracterizaron la severidad del dano en
un modelo EHI con ratas Wistar de 7 dias de nacidas. El dano ha sido

graduado en 4 categorias [Sameshima e lkenoue, 2013]:

1. Normal equivalente a sin dano

2. Leve abarcando menos del 25%
3. Moderado entre 25%-50%
4

Severo mayor a 50% de la superficie del drea.

En nuestro modelo, las lesiones corticales encontradas fueron de tipo 4, es
decir, severas, por su parte Lubics, et al observaron atrofia severa en
cerebros lesionados en un modelo similar al nuestro. El hemisferio ipsilateral
total era aproximadamente el 58% del hemisferio contralateral no lesionado.
Mientras que, la reduccidon mds severa se observd en el hipocampo, que fue
aproximadamente del 11% del lado ipsilateral con respecto al lado
contralateral. Ademds, se observd una reduccion aproximada del 50% en la

corteza y el cuerpo estriado [Lubics, et al 2005].

A nivel anatdmico la EHI afecta dramdticamente el desarrollo fisico y el
rendimiento neuroconductual. Ten, et al reportaron que el dano cortical en
el cerebro se debe a que EHI genera un déficit en la actividad sensorimotora
[Ten, et al 2003].
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Las afectaciones fisicas encontradas en nuestro modelo consisten
principalmente en pérdida de peso y apertura palpebral. Mientras que, el
dano sobre los reflejos primarios, resistencia y locomocion son secuelas
caracteristicas de efectos neuroconductuales. En nuestro estudio la
evaluacion de reflejos primarios corresponde a la prueba de giro dorsal. Para
el caso de resistencia corresponde a la prueba de inversidon y suspension de
patas delanteras. Finalmente, la evaluacion de locomocion corresponde a

la prueba de dngulo de caminata.

La prueba de giro dorsal (Figura 4.3) para hembras en P8 muestra que EHI
incrementa el tiempo de latencia hasta un 42% con respecto al control,
mientras que, EHI + Cereb disminuye la latencia a un 35% comparado con
EHI. Para el caso de los machos en P8 la EHI aumenta el tiempo de latencia
a 21% vy la condicion de EHI + Cereb disminuye este tiempo a 20%. Durante
el P10 en hembras EHI provocd un aumento del 22% del tiempo de latencia,
mientras que, EHI + Cereb reduce el tiempo 29%. En esta misma edad en
machos la EHI acrecentd el tiempo de latencia un 36% y EHI + Cereb
disminuye un 62%. En estudios previos se demostré que la prueba de giro
dorsal a corto plazo después de la Hl en ratones neonatos se vio afectada a
la hora y 24 horas después de la lesidon [Ten et al, 2003]. Por otro lado, Teo et
al, no observaron un déficit en P8, sin embargo, en P14 encontraron un
deterioro en el reflejo primario [Teo et al, 2017]. Se ha demostrado que hubo
diferencia de tiempo entre los animales lesionados y control entre el P10-P20
[Lubics, et al 2005]. Es importante senalar que 24 horas después del dano no
se observa un déficit en el reflejo primario, sin embargo, de 3 a 14 dias
después de EHI si provoca un deterioro, sugiriendo que el dano en los reflejos
primarios se ve reflejado a largo plazo. En nuestro caso hemos encontrado
que en ambas edades tanto P8 como P10 encontramos un déficit
importante en el desempeno de la prueba tanto en hembras como en

machos. No obstante, al administrar cerebrolisina a ratas con EHI
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observamos una mejora en el desempeno de la prueba. Vasquez-Roque, et
al demostraron que la cerebrolisina mejord alteraciones conductuales en la
locomocion y la interaccion social en un modelo de neurodesarrollo similar
a la esquizofrenia en ratas [Vazquez-Roque, et al 2012]. Por lo que nuestro
estudio es consistente con los resultados encontrados por este grupo de

investigacion.

Durante la prueba de inversién, en las hembras el tiempo de latencia
incrementd 18% en P8 y 54% en P10 en condiciones de EHI con respecto al
grupo intacto (Figura 4.4), mientras que el tfratamiento con cerebrolisina
disminuyo el fiempo de latencia a 21% y 51% en P8 y P10 respectivamente,
en comparacion al grupo de EHI. En P14, EHI disminuyd el tiempo de latencia
a 22% y cerebrolisina mejord el fiempo de latencia similar al grupo intacto.
Los datos mostraron que el fratamiento con cerebrolisina mejord el tiempo
de latencia en ratas con EHI, similares a lo observado en el grupo control.
Esta mejoria se observo solo en las hembras, pero no en los machos. Estudios
previos mostraron que ratones neonatos con pardlisis cerebral (CP) no
pudieron mantener su agarre con las cuatro extremidades, es decir, se
observa debilidad especifica en las extremidades con respecto al grupo
intacto, lo que significa que hay un déficit de la fuerza de agarre en ratones
con CP [Feather-Schussler y Ferguson, 2016]. Esto sugiere que EHI causo la
debilidad de las cuatro extremidades tanto en hembras como en machos,

sin embargo, cerebrolisina mejord esta condicion en hembras.

En la evaluacion de suspension de patas delanteras (Figura 4.5) se observo
qgue en hembras en P10, EHI incrementd el tiempo de latencia hasta 49%
comparada con el intacto, mientras que, EHI + Cereb disminuye 41% con
respecto a EHI. Durante el P14, también EHI aumentd el tiempo de latencia
hasta 51% con respecto al intacto y EHI + Cereb disminuyd 49% comparado

con EHI. En machos no hubo diferencias significativas entre los 4 grupos en
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ambas edades. EHI causa decremento en el tono muscular y déficit en la
fuerza como es el agarré, como lo mostro Lubics, et al en un modelo de EHI
[Lubics, et al 2005]. Ademds, se demostrd en un modelo de pardilisis cerebral
en rafones neonatos que dos dias después de la lesion (P8) encontraron
déficit en los reflejos de desarrollo, es decir, en el reflejo de agarre entre el

grupo lesionado y el control [Feather-Schussler y Ferguson, 2016].

La prueba de dangulo de caminata (Figura 7.6) mostrd que en P8 para
hembras hubo un aumento del tamano de angulo del 28% con respecto al
intacto, sin embargo, EHI + Cereb lo disminuye hasta 28%. Mientras que, en
P10 se observd que EHI aumentd el tamano del dngulo 23% con respecto a
infacto y EHI + Cereb no modificé el tamano. Finalmente, en P14 EHI
incremento el famano del dngulo un 29% con respecto al intacto y EHI +
Cereb lo hasta 34%. Para el caso de los machos durante el P8 se observo un
aumento del tfamano del dngulo del 62% con respecto a intacto y EHI +
Cereb lo disminuye hasta 35%. En P10, hubo un aumento del tamano del
dngulo debido a la EHI hasta 43% y EHI + Cereb disminuye el tamano hasta
39% con respecto a EHI. Por Ultimo, en P14, EHI también aumentd el tamano
del angulo hasta 29% con respecto al intacto y EHI + Cereb lo disminuye a
34% con respecto a EHI. En ratones neonatos con CP se observd un aumento
del tamano del dngulo de caminata conrespecto alintacto. El aumento del
dngulo se correlaciona con la inestabilidad de la marcha, al aumentar el
Angulo de sus patas traseras para estabilizar su marcha y ayudar a mantener
el equilibrio y la coordinacion [Feather-Schussler y Ferguson, 2016]. Por ofra
parte, se ha observado que las pruebas de locomocidén en animales
hipdxicos con respecto a contfrol no muestran diferencias [Lubics, et al 2005;
Balduini, et al 2000]. Una prueba confiable fue la prueba de falla del pie de
la extremidad anterior contralateral, en esta prueba se observan mds errores

en animales hipdxicos. Ya se ha reportado que las extremidades anteriores
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son las mds afectadas en este modelo, debido al tamano de la lesidn en la

region cortical [Balduini, et al 2000].

Durante el curso temporal del peso corporal (Figura 7.7) que se registrd
durante P7-P14, hubo una ganancia de peso similar entre machos y hembras
en los grupos intfactos. Sin embargo, no hay diferencias significativas entre los
cuatro grupos. A pesar de ello, para machos en P21 hubo una diferencia
significativa de la ganancia de peso entre los cuatro grupos (P = 0.0322). En
el grupo Ctrl + Cereb hubo una disminuciéon del peso del 15% comparado
con el intacto, sin embargo, EHI provocd la caida de peso un 25% con
respecto al intacto y EHI + Cereb mejord 7% la ganancia de peso. Cabe
senalar que para hembras en P21 no hubo diferencias de ganancia de peso,
con estos datos se puede sugerir que el reflejo de succidn se ve afectado en
nuestro modelo, situacién altamente similar a lo observado en humanos en
donde se conserva este reflejo aun en pacientes con EHI grave que induce
desarrollo de pardilisis cerebral infantil (PCIl). En estudios previos se ha
reportado que EHI causa un retraso en el desarrollo somdatico [Lubics, et al
2005; Balduini, et al 2001; Fan, et al 2005]. Sin embargo, esta pérdida de peso
no estd correlacionada con mayor mortalidad como lo observaron Wagner,
et al [Wagner, et al 2002]. Por otra parte, Balduini, et al, reportaron que en
etapas adultas hay una recuperacidon en el peso corporal, encontrando
diferencias entre los grupos [Balduini, et al 2001]. En un modelo de
separacidon materna en ratas, se observd que la administracion subcrénica
(5 mil/kg) de cerebrolisina no afecta directamente el peso corporal
[Sanchez-Olguin, et al 2002]. Estos resultfados son consistentes con los
obtenidos en este estudio, donde observamos que el grupo Ctrl + Cereb no

mejora la ganancia de peso.

Por ofro lado, en nuestro estudio se observd que la apertura palpebral (Tabla

7.1) del grupo Intacto y Ctrl + Cereb no se vio afectado (P12), por el
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contrario, EHI provoco el refraso de un dia de la apertura del ojo derecho
(P13) y un retraso de dos dias del ojo izquierdo (P15). Sin embargo, EHI +
Cereb provoco la apertura del ojo derecho en P12 al igual que el intacto y
la apertura del ojo izquierdo en el P13. Se ha demostrado en resultados
similares que hay un retraso de la apertura de los ojos después del desarrollo
de EHI [Lubics, et al 2005; Fan, et al 2005; Otha, et al 1997]. relacionado con
el desarrollo tardio del cerebro [Reglodi, et al 2003]. Otha, et al demostraron
que la BCCL provoca una reduccion del flujo sanguineo resultando en la
contraccioén de los nervios Opticos [Otha, et al 1997]. En un estudio realizado
por Chan, et al mostraron que hay una lesion en los efectos estructurales y
fisiologicos provocada por EHI y persiste cronicamente en la via visual del ojo
y del cerebro, demostrado por resonancia magnética un ano después de la
lesion [Chan, et al 2014]. En el hemisferio ipsilateral de las ratas adultas que
habian sufrido EHI neonatal unilateral, se observaron lesiones quisticas en la
corteza cerebral posterior, incluida la corteza visual lo que provocd ceguera.
Por otro lado, la apertura temprana del parpado promueve la formacién de
una red de neuronas maduras en el hipocampo de ratas juveniles [Dumas T.
C. 2004].

Ademds, EHI provocd el desarrollo de ptosis palpebral (Figura 7.8) de lado
ipsilateral al dano con respecto al intacto, mientras que, EHI + Cereb
disminuyd esta pardlisis. Kadam y Dudek observaron que las ratas con EHI
desarrollaron ptosis palpebral esto atribuido al tfrauma ipsilateral de los
musculos del cuello durante la ligadura de la cardtida, también observado
por Levine, 1960 [Kadam y Dudek, 2007; Levine, 2006].

En este estudio del perfil de expresion de miRNAs se obtuvieron 105 miRNAs
sobreexpresados e inhibidos de un total de 1785 del transcriptoma completo
de la rata. El andlisis bioinformdtico nos indica que hubo seis miRNAs con una

sobreexpresion e inhibicion estadisticamente significativa y que a su vez
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estan involucrados en tres vias de senalizacion implicadas en neurogénesis y
proliferacion celular en corteza cerebral e hipocampo. Los MIiRNAs
seleccionados fueron: rno-miR-494-3p, rno-miR-21-3p, rno-miR-93-5p

(corteza), ro-miR-93-5p (hipocampo), rno-miR-106b y rno-miR-17-5p.

El miRNA rno-miR-494-3p en hipocampo a la edad de P8, mosird
sobreexpresion (Figura 4.11) al fratar con cerebrolisina (EHI + Cereb) con
respecto a EHI (Ctrl + EHI). Se ha demostrado que miR-494-3p regula el gen
bcl-2, es un gen antiapoptdtico, el cual disminuye significativamente en la
corteza cerebral de la rata 24 horas después de |la isquemia cerebral [Zhai,
et al 2012]. Se encontrd que rno-miR-494-3p tiene como como posibles genes
blanco los siguientes factores de crecimiento: FGF7, FGFR2, IGFIR, IGF2BP2 y
PDGFRA (Tabla 7.11), y las siguientes ciclinas: CCND2, CCNT1, CDKé y CNTD1
(Tabla 7.23). El miRNA rno-miR-493-3p actua sobre la via de senalizacion TGF-
B (Figura 7.13). La expresion de miR-494 aumenta fransitoriamente durante el
estrés agudo en la corteza frontal, pero no en el hipocampo, y forma parte
de otros doce miRNAs que desempenan un papel en la plasticidad neuronal
y respuesta al estrés en enfermedades neuropsiquidtricas [Dwivedi, 2014]. Por
otro lado, se ha demostrado que la expresion reducida de miR-494-3p estd
asociada con dano al miocardio en pacientes con shock séptico. Sin
embargo, la sobrexpresion de miR-494-3p tiene un efecto protector sobre los
cardiomiocitos regulando negativamente la expresion de la proteina PTEN y

reduciendo asi la liberacién de TNF-a e IL-6 [Wu, et al 2019].

Por otra parte, Chen et al enconfraron que miR-494 estd altamente
expresado en células mesenquimales derivadas de la decidua (dMSC) en
preclamsia. Encontraron que la sobreexpresion de miR-494 inhibe el
crecimiento celular y detiene la transicion de G1/S, enfocadndose en CDKé y
CCND1 en dMSC. La sobreexpresion reduce la migracion de HTR-8/SVneo,

alterando la formacién de capilares HUVEC al suprimir VEGF [Chen, et al
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2015]. En un modelo de reperfusion isquémica (I/R) hepdtica se encontrd que
miR-494 mejora las lesiones hepdticas causadas por I/R y ejerce efectos
protectores confra estrés oxidativo reduciendo la apoptosis inducida por
H202 en células AML12 mediante la activacion de la via AKT. El miR-494
protegid alas ratas con lesion hepdatica I/R mediante la regulacion de su gen
objetivo PTEN que conlleva a la activacion de la via de senalizacion PI3K/AKT
[Su, et al 2017; Lin et al 2018].

Sin embargo, se ha demostrado que miR-494-3p estd involucrado en la
progresion y pronosticé de carcinoma nasofaringeo. Por lo tanto, la
sobreexpresion de mir-494-3p promueve la proliferacion, migracion e

invasion celular en carcinoma nasofaringeo a través de Sox7 [He, et al 2014].

La expresion de miR-494-3p esta elevado en gliomas promoviendo la
invasion celular y proliferacién e inhibiendo la apoptosis, sin embargo, la
sobreexpresion inhibe la expresion de PTEN y suprime la senalizacion Akt
reduciendo la invasion y proliferacion en lineas celulares de glioma [Li, et al
2015]. La union del miRNA miR-494 a la proteina PTNE se da en la region 3'-
UTR del ARNm de PTEN resultando en la represion de su fraduccion [Liv, et al
2015]. Por ofro lado, la regulacion positiva de miR-494 promueve la viabilidad
celular, migraciéon e invasion, disminuyendo la apoptosis y detencion del
ciclo celular en la fase G1, mediante BIM que es un blanco para este miRNA.
Por otra parte, la regulacion por disminucion de BIL induce resistencia a TRAIL

relacionado con TNF en células NSCLC [Romano, et al 2015].

La sobreexpresion de miR-494 regula negativamente la expresion de FGFR2
[Yu, et al 2018], € inhibe la proliferacion, migracion e invasion de células de
cdancer gastrico in vivo [Zhao, et al 20148]. Sin embargo, miR-494 actia como
un gen supresor de fumores en el cancer gastrico al ser complementario con
en ARNm de c-myc e IGFIR [He, et al 2014; Zhao, et al 2016]. El miR-494 estd

correlacionado negativamente con c-myc y actia como un antioncogén
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[He, et al 2014], mientras que, la sobreexpresidon de miR-494-3p, reprimiendo
la proliferacién de osteoblastos a tfravés de Fgfr2 y Rock1 [Chen, et al 2017].
En lineas celulares de cdncer de ovario se observd una disminucion de la
expresion de miR-494, sin embargo, la sobreexpresion de miR-494 inhibe la
proliferaciéon celular de cdncer de ovario e induce la apoptosis mediante
FGFR2, suprimiendo la proliferacion de células de cdncer de ovario e
induciendo la apoptosis [Zhao, et al 2018]. La sobreexpresion de miR-494-3p
regula negativamente los niveles del receptor CXCL12, CXCR4 en PC-3 y
DU145 en células de cdncer de prostata [Shen, et al 2014]. La inhibicion de
miR-494 induce la sobreexpresion del gen KIT en GIST, cabe mencionar que
la proteina KIT es una firosina cinasa altamente oncogénica que estd
involucrada en la via de senalizacién PI3K-AKT y en la ruta de transduccion
de senales de JAK-STAT [Kim, et al 2011].

El miR-494-3p reduce la expresion proteica de PGCl-a en adipocitos y
atenva la biogénesis mitocondrial y el consumo de oxigeno. Ademas, se
demostré que miR-494-3p fiene un papel importante en la biogénesis
mitocondrial ya que tiene como objetivos a TFAM, FoxJ3 y CREB1[Lemecha,
et al 2018].

En hipocampo al P8 se observd también que rno-miR-21-3p se expresa en
condiciones de EHI, sin embargo, cuando EHI es tratada con cerebrolisina
disminuye la expresion de este miRNA. Esté miRNA tiene como genes blanco
24 factores de crecimiento (Tabla 7.11) y 23 ciclinas (Tabla 7.23). Los factores
de crecimiento con los que interactuan con este miRNA son: EGFR, FGFS8,
FGF12, FGF13, FGF14, FGF20, FGFR1, FGFR2, FRS2, GRB7, IGF1, IGFIR, IGF2BP1,
LTBP2, NGFR, PDGFRA, PDGFRB, TBRG1, TGFA, TGFB2, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3
y VEGFC. Por otro lado, las ciclinas que intferactian con este miRNA son:
CCNA2, CCNE1, CCNGI1, CCNG2, CCNJL, CCNO, CCNTI1, CCNY, CDK2,
CDKé, CDK13, CDK15, CDK16, CDK17, CDK18, CDK19, CNK11B, CDKLI,
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CDKL4, CDKNTA, CNNM2, DMTF1 y NUCKST1. Se encontré que este miRNA
actua sobre la via de senalizacion RAP1 (Figura 7.13). La sobrerregulacion de
miR-21 proporciona un mejor resulfado neurolégico en lesiones cerebrales al
mejorar la funcidén neuroldgica, disminuir edema y el volumen de la lesion.
Mas aun, el efecto protector fue observado a través de la inhibicion de
apoptosis y promocion de angiogénesis [Ge, et al 2014]. En ratas macho
Wistar afectadas con isquemia, se encontrd que miR-21 en conjunto con
miR-146a fueron altamente expresados durante la recuperacion de la fase
aguda de infarto. Sin embargo, miR-21 fue asociado a la prevencion de
apoptosis por medio del gen Faslg mientras que miR-146a fue asociado a
neuroproteccidon por medio de Irakl. Ha sido mostrado que las vias de
senalizacion Sonic hedgehog, Notch, Wnt y TGF-B juegan un papel
significativo en la recuperacion de infarto cerebral y en particular en la
reparacion neuronal [Liv, et al 2013]. El gen MEG3 junto con la via miR-
21/PDCD4 fue investigado, en ratones, como un nuevo mecanismo
regulador de la muerte neuronal por isquemia. Es sabido que dicha via
ejerce efectos antfiapoptdticos contra la muerte celular en diversas
enfermedades. En particular fue encontrado que MEG3 afecta la expresidon
de PDCD4, a fravés de la desregulacion de los niveles de miR-21,
contrarrestando los efectos inhibitorios de miR-21 en PDCD4, eliminando asi
el efecto protector de miR-21 en la muerte celular por isquemia [Yan, et al
2017]. En un modelo de células endoteliales microvasculares de cerebros de
raton lesionados con impacto cortical controlado, los niveles de miR-21-3p
fueron incrementados después de la lesion. Se encontrd que su incremento
no fue conveniente para la restauracion, ya que se caracterizé por fuga en
la barrera hematoencefdlica y un decremento en la expresion de proteinas
de unién [Ge, et al 2019].

El miR-21-3p regula los mecanismos de viabilidad y proliferacion celular

mediante el gen diana IGFBP5, el cual estd regulado por STAT3 en células
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epiteliales mamarias de vaca [Zhang, et al 2019]. Por otra parte, estudios del
perfil de expresion de miR-21 en malignidades humanas han mostrado que
miR-21 mediado por la via B-catenina y el gen STAT3 inducen proliferacion
celular e invasion a través del factor STAT3 en células de glioma [Han, et al
2012]. En cuanto alos cambios en la expresion del miRNA fueron mayores en
los casos en que EGFR presentaba mutaciones, que en los casos sin
mutaciones. Una correlacion significativa entre el gen fosforilado EGFR y miR-
21 en una linea celular de carcinoma pulmonar vy la supresion de miR-21 por
EGFR-TKI, AG1478 sugiere que la via de senalizacion regula positivamente a
miR-21. En la linea celular H3255 de carcinoma pulmonar, en no fumadores,
con EGFR mutante y altos niveles de P-EGFR y miR-21, la inhibicion de este
MIRNA habilité la apoptosis inducida por AG1478. Enla linea celular H441 de
no fumadores, miR21 no solo fue asociado con AG1478 sino que por si mismo
indujo apoptosis [Seike, et al 2019]. En lineas celulares de cdncer, el rol de
miR-21 también fue investigado como agente regulador de PDCD4. En
particular, la sobreexpresion de miR-21 en linea celular HCT-116 conduce a
la desregulacion de PDCD4 y TGFBR2. La desregulacion de TGFRR2 estd
atribuida a la expresion disminvida del receptor, evidenciado por la
reduccion en la actividad del gen luciferasa, que construye un sitio de unidn
directamente ligado a miR-21. La desregulaciéon de dicho miRNA habilita la
actividad de TGFBR2 en la regidon 3°-UTR sugiriendo al factor TGFRR2 como
un objetivo directo de miR-21[Yu, et al 2012].

Se ha encontrado que miR-21-3p se encuentra sobreexpresado en tejidos
sélidos de cdncer hematoldgico llevando a la conclusion de que reprime |a
expresion de supresores tumorales. A su vez, el conjunto de miR-21 junto con
el factor TGFBR2 han mostrado una alta afinidad de unién en cdncer de
pulmdn, mama, colorrectal, pancredtico, préstata, estbmago y vejiga,
indicando una fuerte interaccién molecular entre miR-21 y TGFBR2 [Jo y Lee,

2017]. En una linea celular de hepatoma humano HepG2, se encontrd un
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incremento en la expresion de miR-21-3p como resultado del tratamiento
con berberina, un alcaloide de la isoquinoling, el cual reduce directamente
la expresion de MAT2A y MAT2B, adicionalmente, su sobreexpresion
incrementd los contfenidos intracelulares de S-adenosil metionina, que
significan una desventaja para el crecimiento de células de hepatoma. En
este caso, la sobreexpresion de miR-21-3p suprime el crecimiento e induce
apoptosis en la linea celular de HepG2 demostrando asi su funcion
antitumoral por medio de MAT2A y MAT2B [Lo, et al 2013].

Por otro lado, la sobreexpresion de miR-21-5p ha sido enconfrada en muchos
tipos de cdncer y muestra actividad oncogénica, como inmortalizacion
replicativa, promociéon de la proliferacion, inestabilidad gendmica,
metabolismo anormal, angiogénesis, supervivencia celular, metdstasis y
resistencia a fdrmacos [Bdez-Vega, et al 2018]. En particular, ha sido
mostrado que miR-21-5p fiene mayores niveles de expresion que miR-21-3p
en un panel de células cancerosas y que la inhibicion de cualquiera de los
dos ha resultado en un decremento significativo de la proliferacion celular

en cdncer ovdrico y prostdtico [Baez-Vega, et al 2016].

Por otra parte, en hipocampo en P21 el rno-miR-93-5p disminuye su expresion
en condiciones de dano (EHI) y aumenta su expresion al administrar
cerebrolisina (EHI + Cereb) (Figura 7.12). Este miRNA tiene como genes
blanco 7 factores de crecimiento (Tabla 7.15) y 7 ciclinas (Tabla 7.21). Los
factores de crecimiento que estdn relacionados con este miRNA son: FGF4,
FRS2, IGF2BP1, PDGFRA, TGFBR2, TGBRAP1 y VEGFA. Mientras que, las ciclinas
son: CCNC, CCND1, CCNG2, CCNJ, CCNT2, CDKNTA y CNNMI. Se encontro

gue este miRNA actua sobre la via de senalizacion MAPK (Figura 7.14).

Se ha demostrado que el miR-93-5p promueve la proliferacion celular
[Hazarika, et al 2013] y juega un papel importante en la regulacion de la

angiogénesis [Liang, et al 2017], también ha sido asociado fuertemente
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como un potfencial objetivo farmacoldgico para promover la angiogénesis
en tejido isquémico [Hazarika, et al 2013]. En particular se ha encontrado
qgue en ratones con altos niveles de miR-93 en musculo de la extremidad
posterior, previo a isquemia, y la habilidad para sobrerregular miR-93 en
respuesta a isquemia, fuvieron mejores resultados en la recuperacion de la
perfusion. En células in vitro, atenud la apoptosis inducida por hipoxia en
células endoteliales y musculares habilitando la densidad capilar vy
reperfusion de isquemia en extremidades posteriores. En ambos casos, la
modulacion de miR-93 resultd en la alteracion de la expresidon de mds de una

via de ciclo celular en dos diferentes tipos de células [Hazarika, et al 2013].

En pacientes con infarto isquémico agudo (AlS), un estudio mostré que los
niveles de miR-93 en plasma eran adecuados para el diagndstico. Ademas,
los niveles de mIiR-93 y los niveles de neutrdfilos son un biomarcador
prondstico potencial para pacientes con AlS. En dicho estudio, los niveles de
miR-93 en plasma y los neutrofilos de pacientes con AlS se correlacionaron
negativamente con la expresion de TNF-a e IL-10, es decir, es un inhibidor
potfencial de la inflamacion. Ademds, el tfratamiento in vitro con ago-miR-93
disminuyd la proliferacion inducida por OGD de células microgliales BV2, esto
significa que mIiR-93 reduce la inflamacion central en AIS. Con esto
demostraron que el miR-93 circulante tiene el potencial de facilitar el
diagndstico y la prediccidon de los resultados neurolégicos de accidente
cerebrovascular isquémico agudo, y estd involucrado en la inflamacién

posiblemente a través de la proliferacion de microglia [Ma, et al 2019].

La expresion de miR-93 decrece durante la infeccion en células epiteliales
bronquiales con fibrosis quistica en paralelo con el incremento en la
expresion del gen IL-8. Esto significa que miR-93 estd involucrado en la
regulacion post-transcripcional de la expresion del gen IL-8 [Fabbri, et al

2014]. Por otra parte, también se demostrd que mir-93 juega un potencial rol
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regulatorio en la expresion genética de IL-8 y VEGF en lineas celulares de
glioma cerebral y esta inversamente correlacionada con la tfranscripcion de
IL-8 y VEGF [Fabbri, et al 2015]. Por lo que, miR-93-5p modula la expresion de
VEGF e IL-8 [Fabbri, et al 2016]. La sobreexpresion de miR-93 promovio el
crecimiento y migracion de células endoteliales. Mas aun, la angiogénesis
promovida por miR-93 facilitd la supervivencia celular resultando en una
habilitacion de crecimiento tumoral. Por lo tanto, miR-93 promueve el
crecimiento fumoral y angiogénesis al suprimir parcialmente la expresion de
integrina-B8 en una linea celular de glioblastoma [Fang, et al 2011]. También
la sobreexpresion de miR-93 promueve la angiogénesis en comparacion con
las células control en una linea celular de carcinoma de mama, debido a
que el supresor tumoral LATS2 es un objetivo de miR-93. Por lo tanto, miR-93
promueve la angiogénesis fumoral y metdstasis al suprimir la expresion de
LATS2 [Fang, et al 2012]. Ha sido mostrado que los genes objetivo de miR-93
estan fuertemente relacionados a la transcripcion, la desregulacion de miR-
93 ha sido asociada con una pobre supervivencia en pacientes con cancer.
Por otro lado, los niveles séricos de miR-93 fueron sobre regulados en diversos
tipos de cdncer. Esto sugiere que mir-93 puede actuar como un factor de
diagndstico y pronostico en pacientes con céncer [Gao, et al 2019]. Por otro
lado, PTEN es un gen objetivo de miR-93 en células madre embrionarias y la
desregulacion de miR-93 en estas células suprimid significativamente el
crecimiento del tumor en vivo. Esto significa que la expresién ectdpica de
miR-93 reduce los niveles de la proteina PTEN. Mas aun, miR-93 incrementa la
proliferacién y reduce la apoptosis en lineas celulares osteosarcoma (OS)
mientras que su silenciamiento en dichas células, inhibe el proceso
carcinogénico [Kawano, et al 2015]. Mds aun, PTEN fue desregulada y estd
inversamente correlacionada con la  expresion de miR-93-5p en
retinoblastoma (RB). El silenciamiento de PTEN reduce significativamente la

proliferacion, migracion e invasion de células RB transfectadas con
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inhibidores de miR-93-5p [Cao, et al 2018]. Sin embargo, la sobreexpresion de
mMiR-93-5p promueve la proliferacion de las células receptoras en cdncer de
esofago, afectando la expresion de PTEN vy su flujo descendente de proteinas
p21 vy ciclina D1 por medio de la via PTEN/PI3K/Akt. Por lo que, miR-93-5p no
afectd la migracion celular, invasion, apoptosis y distribucion del ciclo, lo
cual sugiere que mMIiR-93-5p puede ser especifico del tumor y desempena

diferentes funciones en multiples tumores [Liu, et al 2018].

En experimentos in vivo e in vitro la sobrexpresion de miR-93 puede deprimir
la expresion del factor de crecimiento endotelial (VEGF) y sus objefivos
moleculares. Los efectos de miR-93 sobre la angiogénesis son dependientes
de la intferaccion de otros genes multiples y vias de senalizaciéon, como P21,
E2F1, integrina-B8 y LATS2 entre ofros [Li, et al 2014]. Sin embargo, se ha
observado una correlacion inversa entre los niveles de proteina PDCD4 y
mMiR-93 en tejidos de cdancer gdstrico humano. La represion de PDCD4 a
través de miR-93 suprime la apoptosis de células en este tipo de cdncer
[Liang, et al 20148]. Los genes objetivos directos de miR-93 son TP53INP 1, TIMP2
y CDKNT1A, y estdn relacionados con la proliferacion e invasion de tumores
[Xue, et al 2018]. La expresion de que miR-93-5p promueve la proliferacion
celular a través de la regulacion negativa de PPARGCI1A en células de
carcinoma hepatocelular y juega un papel esencial en la inhibicién de la
expresion de PPARGCI1A al dirigirse directamente a la region 3'-UTR de su
ARNmM [Wang, et al 2018]. Sin embargo, en cdncer de colon, miR-923 fue
regulado negativamente, y sus objetivos predichos incluyen BAMBI, CCND2,
CDKNTA, HDACS, KIF23, MAP3K?, MAP3K11, MYCN, PPARD, TLE4 y ZDHHCI.
La sobreexpresion de miR-93 inhibe significativamente la proliferacion,
ademds de regular negativamente el ARNm vy los niveles de proteinas
HDACS8 y TLE4. Lo que significa que la inhibicion de la proliferacion por miR-
93 en células madre de cdncer de colon puede ocurrir al dirigirse a HDACS8

y TLE4 [Yu, et al 2011]. En cambio, miR-93 habilitd la proliferacién celular en
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carcinoma nasofaringeo (NPC) apuntando directamente a CDKNTA lo cual
sugiere que el eje miR-23/CDKNTA puede presentar un nuevo objetivo para
el fratamiento de NPC [Zhang y Xu, 2018]. Ademds, la inhibicidon de la
expresion de miR-93-5p en células HCT-8/VCR desregula fuertemente la
expresion del gen MDR1, sobrerregulando la expresion del gen CDKN1TA e
induciendo el arresto del ciclo celular en fase G1. Por el contrario, la
sobreexpresion de miR-23-5p en células HCT-8/VCR sobrerregula la expresion
del gen MDRI1, desregula la expresion del gen CDKNI1A y promueve la
transicion G1/S [Wang, et al 2017]. La expresion de miR-93-5p fue
negativamente correlacionada con la de Bcl-w y p21 en muestras de tejido
y plasma en pacientes de cdncer pulmonar. Esto significa que miR-93-5p
atenuUa la senescencia prematura celular al inhibir la via Bcl-w-p53/Notch2-
p21 [Choi, et al 2018].

Por otra parte, en enfermedades autoinmunes, en pacientes con osteoartritis
(OA) hay una correlacion de expresion negativa entre SNHG16 y miR-93-5p
aligual gue CCND1 y miR-93-5p. La expresion de SNHG16 fue positivamente
correlacionada con la expresion de CCND1 en OA. El silenciamiento de
SNHG 16 suprimio la viabilidad, habilidad para clonacion y progresion celular,
pero indujo apoptosis en condrocitos aislados del tejido de cartilago. Sin
embargo, el silenciamiento del miRNA invirtid la viabilidad inhibida del
sienciamiento de SNHG16. Mientras que, la sobreexpresion de CCNDI
invierte el efecto inhibitorio del slenciamiento de SNHG16 en la viabilidad de
condrocitos en OA [Cheng, et al 2019]. En la enfermedad de Crohn (CD) se
ha relacionado a miR-93 con la regulacion de autofagia. En particular, fue
reportado que miR-106b y miR-93 se dirigen al gen ATG16L1 y disminuyen sus
niveles, asi como la autofagia, los cuales aumentaron después de la
expresion ectépica de ATG16L1. Los niveles de miR-106b aumentaron en los
epitelios intestinales de pacientes con CD activa, mientras que los niveles de

ATG16L1 se redujeron, en comparacion con los controles. En dicho estudio
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concluyeron que estas alteraciones podrian perjudicar la eliminacion de

bacterias asociadas a CD por autofagia [Lu, et al 2014].

En hipertension ocular aguda (AOH) en un modelo de rata, se encontré que
miR-93-5p esta significativamente desregulado y que sus genes objetivo
incluyen MAPK?, MAP3K12, caspasa 3, entre ofros. El miR-93-5p es
reconocido como un regulador negativo de la respuesta inmune y puede
inhibir la activacion del factor transcripcional nuclear-kappa B (NF-kB) y
citocinas proinflamatorias [Lyu, et al 2014; Xu, et al 2014]. De particularinterés
fue la via inflamatoria senalada por MAPK. De acuerdo con el andlisis in silico,
P38 MAP quinasa, el factor de necrosis ftumor al alfa (TNF-a) y proteinas iNOS

fueron regulados significativamente en las retinas de AOH [Wang, 2017].

En hipocampo en P21 se encontré que rno-miR-17-5p disminuye su expresion
al estar en condiciones de EHI. Chen, et al demostraron que después de EHI
en el hemisferio ipsilateral la expresion de miR-17-5p se reduce hasta 24 h
después del insulto. Demostraron que la via UPR inducida por IRETa puede
conftribuir a la activacion inflamatoria y la lesion cerebral después de la Hi
neonatal. La activacion de IRETa, a través de la degeneracion de miR-17-
5p, estabilizd el ARNm de TXNIP y amplifico el nivel de TXNIP para activar el
inflamasoma NLRP3 y deteriorar la lesion cerebral exacerbada después de
EHI [Chen, et al 2018]. En nuestro estudio, observamos que el tratamiento con
cerebrolisina (EHI + Cereb) aumenta la expresion de este mIiRNA
considerablemente (Figura 7.12). Este miRNA tiene como genes blanco 7
factores de crecimiento (Tabla 7.17) y 7 ciclinas (Tabla 7.26). Los factores de
crecimiento relacionados con este miRNA son: FGF4, FRS2, IGF2BP1, PDGFRA,
TGFBR2, TGBRAP1 y VEGFA. Las ciclinas que interactUan con este miRNA son:
CCND1, CCND2, CCNG2, CCNJ, CCNT2, CDKNTA y CNNMI1. Se encontro
que este miRNA actua sobre dos vias de senalizacion MAPK y TGF-B (Figura

7.14). Se demostrd que la administracion intfranasal del agonista PPAR-B/S
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(GWO0742) atenua la apoptosis neuronal a través de la via PPAR-B/8 /miR-17-
S5p /TXNIP en un modelo de EHI en ratas neonatas [Gamdzyk, et al 2018]. El
mir-17-5p fiene un papel esencial en la diferenciacion de fibroblastos a
osteoblastos durante la progresion de AS. La regulacion de osteogénica de
AS se da mediante el miR-17-5p y su objetivo ANKH. ANKH es un regulador de
mineralizacidon en fejidos, huesos y cartilagos [Qin, et al 2019]. La
sobreexpresion de miR-17-5p promueve la proliferacion de células bldsticas
e inhibe la diferenciacion y maduraciéon monocitica. También se observd
que suprime la expresion de AML1 a través de la interaccion del miR-17-5p
con la region 3'-UTR de ARNm, esto lleva a la regulacion negativa del
receptor M-CSF [Fontana, et al 2007]. Por otra parte, la desactivacion de este
MIiRNA en ratones conduce a la mortalidad neonatal con defectos en el
corazén, pulmones y células B [Ventura, et al 2008]. Por lo tanto, la
eliminacion del miR-106b y mir-17-5p aumentan la apoptosis y la muerte
embrionaria a mediados de la gestacion [Ventura, et al 2008]. Ademds, miR-
17-5p inhibe la expresion Bim, conjuntamente miR17-5p y miR-106b estdn
regulados por E2F1. Estos dos miRNAs estdn involucrados en la expresion de

p21 vy la respuesta temprana de TGFp [Petrocca, et al 2008].

Mir-17-5p desempena un papel en la diferenciaciéon de monocitos a
macréfagos y en la funcidn proangiogénica de los macréfagos mediante la
focalizacion de HIF-2a [Parker y Visone, 2017]. Chen, et al mostraron que hay
una correlaciéon negativa en la expresion de miR-17-5p y PD-L1en un modelo
de aloinjertos hepdticos tratados con BMSC. El miR-17-5p actua sobre el sitio
Cd274 3'-UTR para regular la expresion de PD-L1 [Chen, et al 2018]. Otro de
los genes objetivo de miR-17-5p que regula su expresion es la proteina SARA
[Wang, et al 2019].

Se ha reportado que este miRNA es un regulador para el ciclo celular en la

fase G1/S, al incrementar la expresion de proteina CCNDI, y puede actuar
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COomo un oncogén, asi como un supresor tumoral en diferentes contextos
celulares. La supresion de los inhibidores de proliferacion permite a miR-17-5p
desacoplar los reguladores negativos de la cascada de senalizacion de
MAPK, promoviendo el crecimiento celular en HEK293T [Cloonan, et al 2008].
El miR-17-5p estd implicado en la regulacion de la proliferacion celular, sin
embargo, su desregulacion estd relacionado con cdncer tanto en ratas
como en humanos [Hérbert, et al 2009]. Se ha demostrado que la expresion
de mir-17 disminuye en las células de glioma y la inhibicion aumenta la
viabilidad y migracion de las células de glioma. La disminucion de los niveles
de miR-17 en células de glioma se correlacionan con una mayor expresion
de Ciclina D1, al unirse a la region 3'-UTR del ARNm de Ciclina D1 [Sun, et al
2018]. Se ha demostrado que mir-17-5p apunta directamente a TGFBRII de la
via de senalizacion TGF-B, modulando asi los niveles de p21 [Concepcion, et

al 2012; Mogilyanasky y Rigoutsos, 2013].

En hipocampo al P21 en los miRNAs sobreexpresados se encontré que el ro-
miR-106b presenta una expresion baja condiciones de dano causado por
EHI. En estudios previos se mostrd que la desregulacion de este miRNA junto
con la represion del facilitador de apoptosis BCL2L11, desencadena
apoptosis durante el estrés relacionado con el reticulo endopldsmico
[Gupta, et al 2012]. Sin embargo, el tratamiento con cerebrolisina en la
misma condicion provoca la sobreexpresion de este miRNA (Figura 7.12). El
ro-miR-106b tiene como genes blanco 4 factores de crecimiento (Tabla
7.17) y 6 ciclinas (Tabla 7.26). Los factores de crecimiento que interactuan
con este miRNA son: EPS15, FGF12, TGFBR1 y VEGFB, mientras que, las ciclinas
moduladas por este miRNA son: CCND2, CCNY, CDK14, CDK15, CDKL2 y
CDKL3. El rno-miR-106b actia sobre dos vias de senalizacidn MAPK y TGF-
B (Figura 7.14). En estudios previos se determind que el miR-106b es necesario
para el apropiado desarrollo de células embrionarias fetales [Cho, et al

2019]. La sobreexpresion de miR-106b promueve la proliferacion de NPC,
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posiblemente inhibiendo la expresion del inhibidor de quinasa (CDKI) p21. Al
bajar la expresion de P21 aumenta la expresion de Sox2 e induce la
proliferacion de NPC [Liv, et al 2018].

Los cambios de expresion de miR-106b puede ser un importante factor de
riesgo de deterioro cognitivo en ratas de mediana edad, ya que se identifico
que miR-106b regula la expresion de APP en lineas celulares neuronales in
vivo [Che, et al 2014] y en el cerebro [Hérbert, et al 2009]. Sin embargo, mir-
106b se encuentra desregulado en el cerebro en la enfermedad de
Azsheimer (AD) y juega un rol vital en esta patogénesis [Erdal, et al 2017]. Esté
MIiRNA se une directamente al ARNm de APP y es regulado negativamente
en la corteza temporal de pacientes con AD, regulando la expresion del
transportador ABCAT, el cual estd involucrado en la produccion de ApoE,
sugiriendo que este puede estar implicado en diferentes funciones en los
procesos fisiopatologico de AD [Femminella, et al 2015, Kim, et al 2012]. La
supresion de la expresion de ABCAT por miR-106b disminuyd el flujo de
colesterol celular y aumentod los niveles de AB secretada, esto sugiere que
este mMiIRNA regula el metabolismo de A pudiendo tener implicaciones
importantes en la patogénesis AD [Kim, et al 2012]. Ademds, la expresion
alterada del mir-106b es enconfrado en tejido cerebral postmortem de
pacientes con esquizofrenia [Wang, et al 2012]. Liu, et al identificaron que
miR-106b es un potente inhibidor de la fosforilacién de tau inducida por Ab1-
42 en Tyr18, dirigiéndose al gen Fyn en pacientes con AD. Ademds, miR-106b
modula multiples procesos patoldgicos, metdstasis tumorales, infarto del
miocardio y enfermedades neurodegenerativas [Liv, et al 2015]. La inhibicién
de expresion de miR-106b conduce a la detencidn del ciclo celular en la
transicion de la fase GO a la fase G1, restringiendo la proliferacién celular y
facilitando la apoptosis en la linea celular de carcinoma de células renales
de tipo células claras (ccRCC) [Liv, et al 2015]. EIl miR-10é6b puede estar

directamente relacionado con la via de senalizacién TGF-B, contribuyendo

126



Tesis Maestria
Biol. Sandra Andrea Quintero Gutiérrez

asi a la patogénesis de AD, afectando la supervivencia neuronal al regular
la senalizacion TGF-p a través de TGFBRII en un modelo de ratones doble

transgénico [Prasad, 2016; Wang, et al 2010].

Por otra parte, se ha encontrado que miR-106b estd implicado en el
desarrollo de diferentes tipos de canceres como ya lo demostrd Schiérmann,
et al que miR-106b actua sobre p21 para promover proliferacion celular en
adenoma [Schlérmann, et al 2015] a través del gen huésped MCM7 [Zhao,
et al 2012] y esta directamente regulado por este mismo. MCM7 es un factor
de ftranscripcion que confrola la fransicion de GI1-S y activa genes
involucrados en la replicacion del DNA [Zhao, et al 2012; Liv, et al 2015],
siendo considerado un indicador de mal prondstico en muchos tipos de
cdancer. Al sobreexpresarse miR-106b se reducen los niveles de ARNm de p21.
Ademdas, p21 reprime la proteina rio abajo de los complejos ciclina D1-
CDK4/6, Ciclina A-CDK2 y Ciclina E-CDK2, que regulan el mantenimiento de
las células al regular negativamente la progresion celular a través de la fase
G1 [Puri, et al 1997; von Harsdorf, et al 1999; Nishioka, et al 2014]. Asi mismo,
p21 reprime el gen Sox2 que se expresa en células madre neuronales
[Marqués-Torrejon, et al 2013]. Por ofra parte, la sobreexpresion de
CDK4/Ciclina D1 estd relacionada con el acotamiento de la fase G1[Lange,
et al 2009], mientras que, la perdida de CDK2 y CDK4 en células madre
neuronales reduce la duracion de la fase S y dirigiéndose a diferenciacion

neuronal [Lim y Kaldis, 2012].

Por otfra parte, la expresion de miR-106b media la supresion de tumores
mediante la via TGF-B a fravés de p21 y regulando también a Six1 mediante
estd via, cambiando su papel de supresor a promotor tumoral en tumores de
mama [Smith, et al 2012].
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6. CONCLUSION

Hemos estandarizado un modelo de EHI para generar sistemdaticamente un
dano neuroldgico, estudiar sus consecuencias y un posible tratamiento. Este
modelo permite estimar una traduccion del modelo animal a humano con

la finalidad de establecer pardmetros de tratamiento.

La cerebrolisina cambia el patréon de expresion de microRNAs en ratas

sometidas a EHI.

Los miRNAs enconfrados y sus vias asociadas nos permiten comprobar vy

validar el modelo y la eficacia del tratamiento.

El efecto del tratamiento con cerebrolisina es regular la sobreexpresion e
inhibicidon de un grupo especifico de miRNAs que modulan tres principales
vias de senalizacion TGF-B, RAP1 y MAPK, estdn relacionadas con procesos
de neurorestauracion, de los cuales los estadisticamente significativos son:
ro-miR-494-3p, rno-miR-21-3p, rmMo-miR-93-5p (corteza), rno-miR-93-5p
(hipocampo), rno-miR-106b y rno-miR-17-5p.

En esta tesis identificamos la accién del tratamiento con cerebrolisina sobre
el perfil de miRNAs involucrado en procesos moleculares y bioldgicos
especificos, que promueven la neuroproteccidon después de un dano
neuroldgico ocasionado por la EHI. Estos procesos moleculares consisten en
las vias TGF-B, la cual estd asociada al gen ACVRI1 y su interaccion con
SMADI1, promoviendo neurogénesis y proliferacion. Por ofra parte, RAPI1
mediante su intferaccion con PDGFRA y MAP2K3 promueven proliferacion
celular. Finalmente, MAPK, asociada a PDGFRA, SOS1 y ELK4 promueven

proliferacion y diferenciacion celular.
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7. PERSPECTIVAS

En este trabajo hemos determinado que el perfil de expresion de miRNAs,
asociados al tratamiento con cerebrolisina, revela una serie de mecanismos
moleculares especificos implicados en neurorestauracion. Sin embargo,
surgen nuevas interrogantes sobre la accion de cerebrolisina como un

potencial fratamiento. En particular:

1. Debido a que los principales efectos de eventos hipdxico isquémicos se
revelan a largo plazo, resulta importante estudiar si el perfil de expresion
presenta una dependencia con la edad, esto es, en ejemplares adultos, y

correlacionarlo con los resultados actuales.

2. El andilisis bioinformdtico del perfil de expresion se analizé considerando un
conjunto de mMIRNAs sobreexpresados y estadisticamente significativos
asociados a vias de senalizacion. Sin embargo, es importante estudiar un
rango mas extenso del perfil, atendiendo aspectos moleculares y de posibles
patologias asociadas, que de manera conjunta pueden proporcionar

nuevas vias de senalizacion.

3. Finalmente el estudio del perfil de expresion de los miRNAs contribuye a
establecer y aclarar los mecanismos moleculares de la cerebrolisina. No
obstante, se requieren mayores estudios para elucidar los alcances y efectos
de las vias de senalizacion ya que existe evidencia del rol que, diversos genes
implicados en las vias, tienen en otras patologias asociadas a proliferacion

como es el caso del cdncer.
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