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Resumen

El Consenso Internacional de Neuroproteccién ha senalado la importancia de la
evaluacién morfoldgica y funcional a largo plazo de la integridad del sistema nervioso,
como una evidencia relevante acerca de los efectos neuroprotectores de procedimien-
tos farmacolégicos y no farmacoldgicos. En este estudio, la memoria de referencia
y de trabajo espacial en el laberinto acuatico de Morris y en el laberinto radial de
Olton, respectivamente, asi como la poblaciéon de neuronas piramidales del cuerno de
Ammon del hipocampo, fueron evaluados en ratas macho adultas, 90 dias después de
15 min. de isquemia cerebral global aguda por oclusién de los cuatro vasos, seguido
por 6 h de infusién de melatonina iv (10 mg/kg/h) o vehiculo. Un grupo de animales
intactos y uno control fueron incluidos en el estudio. Los animales sujetos a isquemia
y tratados con vehiculo se vieron afectados en la memoria de referencia espacial en el
laberinto acuatico de Morris, mientras las ratas tratadas con melatonina obtuvieron
latencias de escape similares a los animales intactos y controles. De manera similar el
grupo tratado con vehiculo mostré un nimero significativamente mayor de errores en
el laberinto radial de Olton que cualquier otro grupo. Los animales sujetos a isquemia
y tratados con vehiculo mostraron una reduccién del 80 % de la poblacién de las neu-
ronas piramidales del sector C'Al, asi como del 50 % en el sector C'A2 del hipocampo,
mientras que una preservacién significativa de la poblacién de las mismas regiones
fue observada en los animales tratados con melatonina. Estos resultados muestran las
consecuencias a largo plazo del efecto neuroprotector de la melatonina con respecto a
la integridad morfoldgica y funcional del hipocampo, una de las estructuras cerebrales

mas vulnerables a la isquemia.






Abstract

International consensus on neuroprotection have pointed out the relevance of the
long-term morphological y functional evaluation of the integrity of the nervous sys-
tem, as a relevant evidence about neuroprotective effects of pharmacological or non-
pharmacological procedures. In this study, the reference and working spatial memory
in the Morris water maze and the Olton radial maze respectively, as well as the py-
ramidal neuron population of the comus Ammoni (C'A) of the hippocampus, were
evaluated in adult male rats 90 days after 15 m the global cerebral ischemia by four-
vessel occlusion, followed for 6 h by the iv infusion of melatonin (10 mg/kg/h) or
vehicle. A group of intact, non-ischemic rats and a group of control rats (sham) were
also included in the study. Animals subjected to ischemia and treated with vehicle
lacked the ability of spatial reference memory in the water maze, while melatonin-
treated rats performed in this test with similar escape latencies to those of intact
and control rats. Similarly, the ischemic group treated with vehicle showed a signifi-
cantly higher number of errors in the Olton radial maze than any of the other groups.
Animals subjected to ischemia and treated with vehicle showed an 80 % reduction of
the normal pyramidal neuron population in the C'A1 subfield and 50 % reduction of
the normal pyramidal neuron population in the C'A2 subfield of the hippocampus,
while a significant preservation of the neuronal population of this structure was ob-
served in melatonin-treated animals. These results show the long-term consequences
of the neuroprotective effects of melatonin regarding to the morphological and func-
tional integrity of the hippocampus, one of the most vulnerable brain structures to

ischemia.
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Introduccion

1.1. Enfermedad vascular cerebral

Las enfermedades cerebrovasculares (ECYV) son el resultado de situaciones fi-
siopatoélogicas transitorias o permanentes provocadas por la isquemia o hemorra-
gia en estructuras anatémicas del cerebro. Las ECV son causa de fallecimiento del
12% — 15% de la poblacién, por abajo del cdncer y otras enfermedades cardiovas-
culares; asi como, la primera causa de incapacidad importante y permanente de los
individuos (30 % —40 % de quienes sobreviven a un episodio de isquemia o hemorragia
cerebral aguda) y por esta razén se originan costos sociales y econdmicos muy eleva-
dos. La prevalencia de las ECV se ha calculado entre 10,000 a 15,000 por millén de
habitantes y su incidencia anual es de 101-285/100,000 varones y de 47-198/100,000
mujeres [1].

La ECV isquémica representa el 85 % del total. Los infartos cerebrales que ocurren
en pacientes menores de 45 anos corresponde al 3% — 5% del total; sin embargo, a
partir de los 55 afnos la incidencia aumenta de manera casi exponencial. Este hecho
y el incremento de la esperanza de vida de la poblacién multiplican la importancia
de esta patologia [1] estas situaciones, por otra parte, han motivado la investigacién
en los campos del conocimiento de las neurociencias en funcién de la solucién de los
problemas de salud que representan las EC'V en los seres humanos. De esta manera los

resultados de multiples investigaciones han dado lugar al conocimiento de diferentes
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fenémenos celulares involucrados en la fisiopatologia de la isquemia cerebral y de los
mecanismos del dano cerebral post-isquemia. Asi, se han identificado como relevantes:
la despolarizacion andxica, la excitotoxicidad mediada por glutamato, la activacion
de mecanismos de dano celular activados por calcio, la pérdida o alteracién de los
mecanismos celulares de regulaciéon de los radicales libres, los fenémenos celulares
proinflamatorios y los fenémenos celulares proapoptoticos.

En el cerebro maduro, en condiciones normales la oxidaciéon de la glucosa permite
obtener la energia, en forma de ATP, necesaria para mantener las funciones celula-
res. El suministro normal de oxigeno y glucosa como sustratos para esta actividad
metabdlica del cerebro esta garantizado normalmente por el flujo sanguineo que de
manera continua accede al cerebro a través de las arterias cardtidas y las arterias
vertebrales. El flujo sanguineo y el metabolismo cerebrales estan estrechamente rela-
cionados [1]. En condiciones normales el flujo sanguineo cerebral esta autorregulado
de forma tal que el cerebro humano (y en general el cerebro de los mamiferos) recibe,
en condiciones basales aproximadamente 55 ml/100g/min, lo cual garantiza un sumi-
nistro continuo y adecuado de oxigeno y de glucosa para llevar a cabo sus funciones.
La actividad metabdlica cerebral es de tal magnitud que no obstante que este érgano
corresponde a poco menos del 5% del peso corporal, requiere mas del 20 % del gasto
cardiaco para mantener la integridad de su estructura y sus funciones. Por ejemplo,
las neuronas requieren de energia para mantener en operacion, entre otros procesos,
los mecanismos transmembranales de transporte activo de los diferentes gradientes
i6nicos cuya dinamica y regulacion es la base de miltiples fenémenos caracteristi-
cos de las neuronas como la excitabilidad y la comunicacién intercelular, las cuales
son fundamentales en la organizacién de las estructuras y en la integracion de las
funciones cerebrales [2].

La isquemia cerebral destaca como un componente de la mayor importancia en las
enfermedades cerebrovasculares. Se distinguen dos formas de isquemia: global y focal;
la primera se asocia con sucesos tales como infarto cardiaco o hipotensién severa y da
como resultado la hipoperfusién del cerebro completo con la ausencia de flujo colateral
al tejido isquémico. Por otro lado, la isquemia focal es el resultado de la oclusién de

una arteria distante al poligono de Willis tal como la arteria cerebral media, lo cual
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permite la presencia de flujo colateral en el tejido isquémico. En esta circunstancia el
tejido nervioso presenta diferentes grados de hipoperfusién distinguiéndose un nicleo
o centro isquémico (con ausencia de flujo sanguineo y caracteristicas fisiopatolégicas
similares a la isquemia global) rodeada por una zona de “penumbra” en la que persiste
un flujo sanguineo reducido pero compatible con la sobrevivencia de neuronas. La
alteracion funcional de las neuronas de esta zona de penumbra es usualmente grande,
sin embargo sus posibilidades de recuperacion y sobrevivencia son mayores que las de
aquellas que se encuentran en el nicleo isquémico [3, 4]. Las modalidades de isquemia
cerebral comprenden cuadros agudos y crénicos; entre los agudos el mayor nimero se
debe a isquemia focal y en menor nimero a isquemia global. La microembolizacion
en territorios capilares asociada a la aterosclerosis cerebral es la causa mas frecuente
de las formas crénicas de isquemia cerebral [4]. Ante esta situacién es importante
orientar la investigacion hacia el conocimiento de las causas, la fisiopatologia y las
opciones de tratamiento de los cuadros de isquemia cerebral en funcién de lograr

menos incidencias, mortalidad y secuelas neurolégicas incapacitantes [4].

La comprensién de los fenémenos que forman parte de la fisiopatologia de la isque-
mia cerebral es un requisito indispensable para el disenio de estudios experimentales
y clinicos en este campo del conocimiento y para el desarrollo y la sustentacion de
nuevas y mejores propuestas aplicables al tratamiento de estas patologias en los seres

humanos [5].

En situaciones de isquemia, el cerebro sufre de manera global o parcial una dis-
minucion o una supresion del suministro de sangre y como consecuencia de oxigeno y
glucosa por lo que diversas funciones cerebrales se veran alteradas. Estudios experi-
mentales han mostrado que la actividad eléctrica evocada y espontdnea cesa cuando
el FSC es menor de 16 a 18 ml/100g/min. [3, 4]. Este grado de isquemia represen-
ta el umbral para la pérdida de la funcién eléctrica neuronal. Subsecuentemente se
mostré que se requiere de una reduccién del FSC hasta 10 a 12 ml/100g/min. para

la pérdida de la homeostasis i6nica celular [4, 6].
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1.2. Alteracion de los gradientes iénicos

La supresion de los gradiente iénicos a través membranas excitables (neuronas) y
no excitables (glia) correspondiente a la pérdida de ATP se caracteriza por la salida
de K7 de las células, la entrada de Nat, Cl~ y Ca?*t a las células y despolarizacién
celular [7]. De estos acontecimientos, el aumento de K* extracelular, asi como una
disminucién en el pH, precede a otros cambios iénicos. En esta fase, las reservas celu-
lares de ATP se agotan rédpidamente. Se postula que el aumento de KT extracelular
puede alcanzar concentraciones suficientes para liberar neurotransmisores tales como
glutamato, lo cual a su vez activa la translocacién de Na™ y Ca?" a través de cana-
les i6nicos acoplados a receptores NMDA y no NMDA; estos fenémenos llevan a un
incremento anormal de Nat, Ca?*, Cl~ y H,O intracelular, hinchamiento celular, y
edema citotéxico. El Ca®t extracelular entra a la célula ya sea por canales operados
por voltaje o canales operados por receptor y su incrmento anormal en el medio intra-
celular provoca una sobrecarga del mismo en mitocondrias y consecuentemente una
produccién de ATP menos eficiente. Simultaneamente ocurre la liberacion de iones
de calcio provenientes de sus depdsitos intracelulares; estos depdsitos son el reticulo
endopldsmico y otros organelos conocidos como calciosomas los cuales liberan calcio
en respuesta al incremento intracelular del mismo. La mitocondria también contribu-
ye con Ca®*, particularmente si se encuentra sobrecargada o durante la reperfusion
después de isquemia [8].

Una vez que se ha llegado a concentraciones intracelulares de C'a®* superiores a
las fisiolégicas (> 1077M), pueden activarse diversas enzimas dependientes de cal-
cio y potencialmente daninas para la integridad celular. Estas incluyen fosfolipasas,
proteasas y endonucleasas, asi como formas neuronal y endotelial de sintasa de éxido
nitrico. Cabe senialar que en estas condiciones la muerte celular puede ocurrir como
resultado de la activacion de procesos celulares calcio-dependientes que persisten ain
durante la reperfusion. Tal es el caso del aumento en la sintesis de 6xido nitrico y otros
radicales libres derivados de oxigeno precisamente cuando el suministro de oxigeno es

reestablecido durante la reperfusién [7].

En este paradigma de dano neuronal secundario, originado por el incremento anor-
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mal de C'a®* intracelular, la mitocondria ocupa un papel central. No solo por su falta
de funcionamiento que da lugar a una falla de energia e induce la pérdida inicial de
la homeostasis del calcio i6nico, sino porque la mitocondria captura una fraccién con-
siderable de la carga de calcio celular una vez que inicia la reperfusion. Una mayor
actividad de calcio intramitocondrial se cree que induce la produccion de radicales
libres de oxigeno asi como la liberacién de moléculas que inducen una cascada de reac-
ciones que llevan a la muerte celular [7]. En la isquemia cerebral, la caida rapida en la
produccion neuronal de ATP, sin una comparable reduccién en la utilizacion de éste,
rapidamente lleva a una condicién indeaseable ya que la mayor parte de energia de la
neurona se consume en procesos que son esenciales para el funcionamiento neuronal.
En el cerebro de los mamiferos, en condiciones de isquemia la concentracién normal de
ATP puede ser conservada durante no mas de 40 segundos y luego se reduce rapida-
mente hasta su desaparicién en el término de 1 a 2 minutos. En el cerebro isquémico
con carencia de suministro continuo de oxigeno y glucosa, la falla de energia amena-
za en corto tiempo la integridad estructural y funcional de la célula debido en gran
parte a la degradacién de macromoléculas ocasionada por las acciones de enzimas
cuya activacién depende de Ca?* luego de que la concetracién intracelular de este i6n
se incrementa aceleradamente durante la isquemia [9]. La produccién de lactato y la
consecuente acidosis resultante de la glicolisis anaerobia; asi como la produccion de
radicales libres oxidantes [6, 10, 11], contribuyen también a los mecanismos de dano
celular por isquemia. El agotamiento energético y la pérdida de homeostasis ionica
ponen en movimiento una serie de fenémenos celulares secundarios que pueden pro-
vocar la muerte de neuronas vulnerables. Los fenémenos consecutivos a un periodo de
isquemia cerebral incluyen la liberacion de neurotransmisores, la entrada de calcio a
la célula, activacion de proteasas y lipasas, produccién de radicales libres y moléculas
que favorecen la inflamacion, la activacion de segundos mensajeros intracelulares y la

induccién de genes que promueven la muerte celular via apoptosis [6].
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1.3. Exitotoxicidad por glutamato

Una de las teorias principales acerca de los mecanismos de dano secundario al
sistema nervioso central esta relacionada con la neurotransmision mediada por gluta-
mato y sus receptores. El glutamato normalmente funciona como un neurotransmisor
excitador en el cerebro, pero bajo condiciones patolégicas tales como isquemia y la
activacién exagerada de receptores de glutamato puede llevar a la muerte neuronal
(excitotoxicidad). La unién de glutamato a sus receptores causa la despolarizacién de
la membrana y el aumento de la concentracion de sodio y calcio citosdlico libres en
la neurona post-sinaptica. Bajo condiciones normales, el glutamato es rapidamente
retirado de la hendidura sindptica por la activacién de mecanismos de recaptura de
los astrocitos; durante la isquemia, la activacion de receptores de glutamato se incre-
menta debido tanto a la liberacion excesiva de glutamato como a la alteracion del
mecanismo de su recaptura y biotransformacién. Esto da como resultado el aumento
sostenido de las concentraciones de calcio citosélico libre, lo que puede dar lugar a
la activacion de proteasas y lipasas, asi como a otros procesos capaces de causar la
muerte neuronal [6, 8, 12, 13]. En condiciones normales, las neuronas y los astrocitos
mantienen una concentraciéon extracelular de glutamato en el rango 1 a 5 pmol/l,
mientras que la concentracion en el citoplasma es de 5 a 10 umol/l. Estos gradientes
se conservan gracias a la ATPasa de Na®™ y K*. Sin embargo, bajo condiciones de
isquemia la produccién de ATP se vera afectada y por lo tanto, la falla en la recaptura

de glutamato conducird al incremento de sus concentraciones extracelulares [6].

La liberacién de glutamato a partir de vesiculas sinapticas es un evento inicial du-
rante la isquemia y es activado por la despolarizacion de la membrana. Este proceso de
detiene tan pronto como la cantidad de ATP declina debido a que la liberaciéon sindpti-
ca de glutamato es dependiente de ATP. Por otra parte, la liberacién no sinaptica de
glutamato puede ocurrir tanto del citoplasma de la neurona como de la glia. El trayec-
to principal de esta liberacion parece ser via flujo invertido de glutamato a través de
los transporttadores de recaptura de glutamato que se ven alterados cuando se pierde
la homeostasis iénica. La cantidad de glutamato liberado por esta via puede exceder

en un gran margen respecto de aquel liberado de las vesiculas sindpticas|[6, 8, 12, 13].
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La despolarizacion neuronal provocada por la isquemia y la entrada en exceso
de calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje, da como resul-
tado el aumento de la liberacion de glutamato de los procesos presindpticos de las
neuronas excitadoras que utilizan glutamato como neurotransmisor. En estas condi-
ciones, la liberacién de glutamato ocurre cuando el flujo sanguineo cerebral disminuye
a la mitad de lo normal . Una vez liberado, éste puede actuar en diversos receptores
postsindpticos que incluyen: el receptor a N-metil-D-aspartato (NMDA), el receptor
acido kainico, acido alfa amio-3-hidroxy-5-metil-4-isoxazole propiénico (KA/AMPA)
y el receptor a quicualato. La unién de glutamato al receptor NMDA origina un flujo
principalmente de calcio y en menor cantidad de sodio a través del canal iénico aso-
ciado al receptor, siendo el flujo de calcio modulado por zinc, glicina, i6n, hidrégeno
y sitios redox en el receptor NMDA. Antagonistas competitivos al receptor NMDA
compiten con el sitio de unién de glutamato, en tanto que antagonistas no competi-
tivos del receptor NMDA compiten por otros sitios de unién en las subunidades del
receptor NMDA que limitan el canal de calcio del receptor de NMDA y glicina. La
importancia potencial de los receptores NMDA en el dano por isquemia se ha susten-
tado en los efectos de antagonistas competitivos y no competitivos de este receptor en
la prevencién de la neurotoxicidad inducida por la isquemia y la privacion de glucosa
en modelos in vitro y en el mejoramiento en la evoluciéon del infarto en modelos de
isquemia focal en roedores. Es notable que los antagonistas del receptor NMDA no
modifican favorablemente la magnitud de la muerte celular en modelos de isquemia
global cuando la temperatura del cerebro se mantiene controlada [6, 13].

La liberacion de glutamato también provoca la activacién de receptores KA /AMPA
asi como de receptores a quiscualato de tipo metabotrépico. La activacién de recep-
tores KA/AMPA ocasiona la entrada de sodio a la neurona postsinéptica, dando por
resultado la entrada de calcio tanto a través de los canales de calcio dependientes
de voltaje, asf como a través del intercambiador Na®™/CA?*. En algunos receptores
KA/AMPA se ha mostrado que también fluye calcio a través de canales de calcio
asociados a este receptor. Ademads, se ha sugerido que en la isquemia especificamen-
te de tipo global, puede ocurrir una desregulacién de las subunidades del receptor

KA/AMPA que se sabe son las encargadas del flujo de calcio. Esto ha llevado a la
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hipétesis de que la isquemia puede inducir la alteracién de las subunidades del re-
ceptor KA/AMPA permitiendo una mayor entrada de calcio a la célula isquémica y
la eventual muerte celular. Los antagonistas de KA/AMPA disminuyen el dano en
las neuornas del campo hipocampal de C'A1 en modelos experimentales de isquemia
global, mientras que en modelos de isquemia focal reduce la extensién de la zona de
infarto [6].

Las acciones del glutamato en los receptores quiscualato activan proteinas G,
las cuales modulan la actividad de los receptores NMDA y KA/AMPA y activan la
hidrélisis de fosfolipidos de inositol y la liberacién de trifosfato de inositol (I P3) que
al unirse a receptores para I P; en la membrana del reticulo endoplasmico provoca
la liberacién de calcio de los depésitos del reticulo endoplasmico, asi como probable-
mente de la mitocondria. Esta movilizacién adicional de calcio contribuira al dano
celular. Siendo la glia la principal responsable de la remocién de glutamato del espa-
cio extracelular, ante la falla de energia, la pérdida o disminucién de este fenémeno
contribuye a la permanencia de glutamato extracelular. Ademés el intercambiador
sodio/glutamato invierte su funcién como consecuencia de la deficiencia energética,
introduciendo sodio a la célula y liberando glutamato, lo que ocasionara edema celu-
lar y la estimulacién en exceso de los receptores de glutamato [6, 8, 12, 13]. De hecho,
la toxicidad del glutamato durante la anoxia parece estar estrechamente relacionada
a su habilidad para estimular la entrada de C'a®** a la neurona.

Un efecto en cascada ocurre en este proceso; las neuornas con falla energética
liberan cantidades neurotoxicas de neurotransmisores excitadores los cuales estimulan
a las células vecinas vulnerables a liberar sus neurotransmisores, con consecuencias
potencialmente fatales. Posiblemente debido a los mecanismos de recaptura danados,
el glutamato, el aspartato y la dopamina pueden permanecer en altas concentraciones
o elevarse aun posteriormente, por varias horas después de que la circulacion ha sido
reestablecida seguida a la isquemia. Esta puede ser una causa importante del dano
tardio por anoxia- isquemia que ocurre posterior a la reperfusién del tejido con sangre
oxigenada - una situacién paradéjica llamada dano por reperfusion [4].

La entrada de calcio en las neuronas postsindpticas a través de los receptores

glutamatérgicos ionotrépicos activa la fosfolipasa A2 (PLA2). Esta a su vez, activa
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la formacién del factor activador de plaquetas (PAF) y la liberacién de acido ara-
quidonico. El 4cido araquidonico es metabolizado por la ciclooxigenasa 1 y 2 para
producir prostaglandinas y leucotrienos. PAF induce genes de activacién temprana,
incluyendo c-fos. Las acciones de PAF en los receptores extracelulares pueden modu-
lar la liberacion de glutamato y la liberacion de otros neurotransmisores excitadores.
El papel de PAF en la mediacién del dano por isquemia se basa en los hallazgos de que
los antagonistas de PAF restablecen el flujo sanguineo y disminuyen el dano cerebral
por isquemia. Los antagonistas de PAF disminuen la degradacion de fosfolipidos por
PLA2 y protegen las neuronas piramidales de CA1 en el modelo de isquemia global
en gerbo [6].

Activacion de fosfolipasas. Las concentraciones de dcidos grasos libres aumentan
considerablemente en el sistema nervioso durante la isquemia y la reperfusién. El
Ca?T parece jugar también un papel clave como activador de lipasas, particularmente
la fosfolipasa A2, la cual cataliza la ruptura de fosfolipidos a acidos grasos libres. La
pérdida de ATP también juega un papel importante por si misma, ya que la sintesis
de fosfolipidos a partir de dcidos grasos libres demanda ATP y por lo tanto se de-
tendra durante la falla de energia. Asi, la pérdida de ATP causara que el metabolismo
de los lipidos se desvie hacia una degradaciéon neta de fosfolipidos [9].

Los productos de la hidrélisis de los fosfolipidos durante la anoxia incluyen los
acidos grasos libres, diacil gliceronl, lisofosfolipidos y trifosfato de inositol (IP3). La
hidrolisis de fosfolipidos puede ser danina de diferentes maneras. Primero, la ruptura
de los fosfolipidos de membrana causard por supuesto ruptura en varias partes de la
estructura de la membrana lipidica, con las consecuentes alteraciones de la dindmica
de iones a través de la membrana [9, 14]. En segundo lugar, los productos primarios
de la hidrdlisis de fosfolipidos son capaces de contribuir a los mecanismos del dano
neuronal. I P; es un mensajero intracelular que causa la liberacién posterior de Ca®*
a partir de los depdsitos intracelulares, con lo cual se agrega al incremento incontro-
lable de C'a®* intracelular; los acidos grasos libres y los lisofosfolipidos pueden actuar
como detergentes en las membranas; el acido araquiddnico, asi como otros lipidos
formados durante la isquemia y reperfusién, son inhibidores potentes del mecanismo

de transporte membranal de Na™ /K™ y pueden, por lo tanto, actuar para perpetuar
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el desbalance iénico atn si el tejido es reperfundido con oxigeno [9, 14, 15]. En tercer
lugar, algunos de los metabolitos primarios de la hidrolisis de fosfolipidos son trans-
formados posteriormente a factores activadores de plaquetas (PAF), prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos A2; Todas ellas substancias que pueden causar altera-
ciones severas en la regulacién del flujo sanguineo a regiones cerebrales especificas
cuando son producidas en cantidades excesivas. Ademds, la sintesis de los compues-
tos antes mencionados da origen como subproductos, a radicales libres. PAF es un
poderoso agente que facilita la agregacion plaquetaria y también puede iniciar reac-
ciones de inflamacién en los vasos sanguineos. La prostaglandina F2a es un potente
inhibidor de la bomba de Na™ /K™ [6, 9, 14, 15]. Finalmente, el suministro de oxigeno
durante la reperfusion puede favorecer la excesiva oxcidacion de los fosfolipidos acu-
mulados durante la isquemia, llevando a la formacién de aldehidos altamente reactivos

y citotdxicos, asi como radicales libres[10, 15].

1.4. Radicales libres

Un radical libre es una especie molecular quimicamente inestable y de vida corta,
con al menos uno de sus orbitales de valencia conteniendo un solo electron en vez del
par de electrones necesario para su estabilidad. Asi, los radicales libres son a menudo
altamanete reactivos debido a su tendencia a adquirir estabilidad por sustraccion de
un electrén o un atomo de hidrogeno de moléculas que entren en contacto con él

[9, 16, 17].

1.5. Radicales libres derivados del oxigeno

El término radical libre de oxigeno se refiere a formas de oxigeno reactivas, par-
cialmente reducidas: superdxido (O ), radical peroxilo, radical hidroxilo (OH") con-
siderado el mas reactivo y el oxigeno singulete. Los radicales libres pueden ser daniinos
porque reaccionan indiscriminadamente con otros constituyentes de la célula. Los do-
bles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados son notablemente sensibles al ataque

por radicales libres. La isquemia parece aumentar la produccién de radicales libres,
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particularmente durante la reperfusiéon, como se evidencia por la peroxidacién de lipi-
dos, la oxidacién de proteinas, y el abatimiento de los antioxidantes glutation peroxi-
dasa y ascorbato. Las fuentes identifcadas de produccién de radicales libres durante
periodos de isquemia/reperfusién incluyen: la mitocondria, la xantina deshidrogenasa
endotelial, (la cual es convertida a xantina oxidasa productora de superéxido bajo
condiciones de isquemia), los leucocitos marginados, los depésitos de hierro y sintasa
de 6xido nitrico [6, 17, 18, 19].

El estrés celular por radicales libres y la excitotoxicidad se amplifican entre si. El
dano a las defensas cerebrales contra radicales libres pueden también contribuir al
aumento en vulnerabilidad a este tipo de ataque durante la isquemia. Los astrocitos
parecen poseer mayores concentraciones de glutation y mayor o igual actividad de
catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, y glutation reductasa que las
neuronas. Lo anterior sugiere que los mecanismos para atrapar radicales libres de la
glia pueden servir para favorecer la supervivencia neuronal [6].

Los radicales libres son producidos en las células durante el curso de reacciones de
oxidacién normales. La conversién de oxigeno a agua y ATP en la cadena de transporte
de electrones resulta en la formacién de superéxido (O ), peréxido de hidrégeno
(H305) e hidroxilo(OH). El peréxido de hidrégeno no es un radical. Sin embargo,
interacciones de (HyO3) y (O3 ) con metales - particularmente hierro - resulta en
la formacién del radical (OH), que es un radical altamente reactivo y téxico. De
aqui que, la produccion de radicales libres bajo condiciones normales, debe mantenerse
estrechamente controlada ya que los radicales libres tienden a producir mas radicales
libres; la célula posee una bateria de mecanismos de defensa altamente especificos,
tanto enzimaticos como no enziméaticos, para atrapar radicales libres tan pronto como
éstos aparecen [17, 19, 20].

Las enzimas especializadas, superoxido-dismutasas (SOD), son metaloenzimas que
catalizan la dismutacién del radical anion superdxido para dar lugar a la sintesis de
oxigeno molecular y perdxido de hidrogeno. En las células de los organismos euca-
ridticos existen dos enzimas. Una es citoplasmatica y contiene un atomo de cobre y
uno de zinc en su sitio activo. La otra es mitocondrial y posee manganeso en su sitio

activo [6, 10, 21].
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Otro grupo de enzimas especializadas son las catalasas. Estas participan en la
dismutacion de dos moléculas de perdxido de hidrégeno para obtener dos moléculas de
agua y una molécula de oxigeno. Las peroxidasas catalizan la reduccion del perdxido
de hidrogeno por diversos donadores de electrones. En los mamiferos, la glutation-
peroxidasa (una enzima citoplasmdtica que contiene selenio) es la mds importante
9, 19, 21].

Por otro lado, el radical hidroxilo es neutralizado por la vitamina E o alfato-
coferol, que es un antioxidante excelente y que por su hidrofobicidad se encuentra
en las membranas bioldgicas donde su proteccion es particularmente efectiva. Otro
atrapador endégeno es la melatonina [19].

Durante la anoxia/isquemia ocurre un doble riesgo. No solo la degradacién del
ATP lleva a la acumulacién de xantina e hipoxantina, los sustratos para la sintesis de
superé6xidos, también ocurre un cambio de la enzima Xantina deshidrogenasa (XDH)
a Xantina oxidasa (XO) como la enzima predominante de la produccién de uratos.
Esto se cree sea debido al aumento en el Ca®*' en la célula que activa la enzima
calpaina que promueve la conversion de XDH a XO. XO usa Oy como el aceptor de
electrones y produce el radical O~ por catélisis de la reaccién[10].

Los radicales superdxido pueden producir dano en parte por su union al éxido
nitrico (NO), con la formacién del radical peroxinitrito que es altamente danino [6, 18].

Ozido nitrico. El éxido nitrico (NO) es un gas que actiia como un potente vaso-
dilatador y fue inicialmente identificado como el factor de relajacion dependiente de
endotelio. Todas las células en el cerebro pueden potencialmente producir NO el cual,
a su vez, puede tener efectos notables en los vasos sanguineos y en células vecinas. Las
concentraciones de NO aumentan notablemente en el cerebro con isquemia; las evi-
dencias sugieren que la modulacion de la produccion de NO puede, ya sea disminuir
o empeorar de dano isquémico dependiendo de cuales células producen NO [6].

La enzima sintetasa del 6xido nitrico (NOS) metaboliza L-arginina a NO y ci-
trulina. Por lo menos se han identificado tres isoformas de NOS en el cerebro: la
neuronal (nNOS), la derivada de las células del endotelio (eNOS), y una NOS indu-
cible (iNOS). Esta ultima puede ser inducida en una variedad de células incluyendo

macréfagos, astrocitos y microglia [6, 22, 23].
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Las recientes observaciones de que diferentes tipos de células localizadas dentro del
cerebro producen 6xido nitrico, han generado considerable interés acerca del papel del
6xido nitrico en la fisiologia normal y su relacién con la fisiopatologia de la isquemia
cerebral [22, 23].

La NOS esta presente en sélo un pequeno porcentaje de neuronas, pero el 0xi-
do nitrico liberado por estas neuronas puede ser un mediador importante del flujo
sanguineo cerebral en respuesta a la actividad neuronal. Las observaciones de que la
actividad de la sintetasa de 6xido nitrico es aumentada por el incremento en el calcio
intracelular y que los agonistas a NMDA causan la liberacion de NO, sugiere que el
oxido nitrico puede ser un contribuyente importante en la fisiopatologia del sistema

nervioso central durante la isquemia [23].

Los efectos de vasodilatacion del éxido nitrico que aumentan el flujo sanguineo
cerebral podrian tener efectos benéficos duarante la isquemia focal, especialmente
en la zona de penumbra. Adicionalmente, el 6xido nitrico inhibe la agregacién de
leucocitos y plaquetas y puede tener otros efectos benéficos. El éxido nitrico también

puede regular negativamente el receptor NMDA [23].

Los efectos daniinos del 6xido nitrico primeramente se relacionan con su habilidad
para formar radicales libres altamente toxicos. La reduccion del éxido nitrico por
el radical superoxido genera el radical libre peroxinitrito, que se caracteriza por su
gran agresividad; mientras que la oxidacién del 6xido nitrico produce el i6n nitroso-
nium que puede nitrosilar proteinas dando por resultado su disfuncién como ocurre
con los receptores a NMDA. No es ain claro si recomendar el aumento del éxido
nitrico o su inhibicién como una estrategia de tratamiento potencial en la isquemia
focal cerebral. A este respecto, la localizacién del 6xido nitrico en tiempo y espacio
puede ser relevante porque el estado redox del tejido isquémico puede condicionar la
utilidad de aumentar o inhibir el 6xido nitrico, ademas que el estado redox puede
cambiar en el transcurso del dano isquémico. Esta situacion sugiere que la interven-
cién farmacoldgica con relacién a los efectos del éxido nitrico en la isquemia, no es

facil [18, 23].
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1.6. Muerte celular programada

La muerte celular programada, también conocida como apoptosis, se presenta en
el sistema nervioso durante el desarrollo. Se caracteriza por la segmentacion del DNA
y otros procesos autoliticos causantes de encogimiento nuclear, formacién de cumulos
de cromatina y de burbujas en el citoplasma y, finalmente, la muerte celular. La
apoptosis puede ser inducida como consecuencia de un periodo de isquemia. Esto
puede ocurrir porque la magnitud del dano celular provocado es tal que activa los
mecanismos del programa de suicidio celular [6, 23, 24, 25]

Durante la apoptosis, el nicleo celular es el primero en danarse mientras que las
membranas de la mitocondria y del citoplasma se conservan por més tiempo. Otra
caracterisitca es que se requiere la sintesis de proteinas para completar el “suicidio”
celular y la activacién de endonucleasas que rompen en sitios intermedios a los nu-
cleosomas, produciendo DNA con un aspecto caracteristico de escalera al someterese
a electroforesis en geles de agarosa. En los tltimos cinco anos se ha desarrollado una
técnica histoquimica para detectar células que sufren esta forma de fragmentacion de
DNA; se le denomina TUNEL [6, 24, 25].

La biologia molecular de la apoptosis es un campo que ha dado lugar a intensa in-
vestigacién. Diversos genes controlan la apoptosis. Estos incluyen los que previenen de
la muerte celular, como bcl-2 y bel-xL. Existen otros que por el contrario promueven
la muerte celular, como bax y bel-xs cuya expresion da lugar a su vez a la produccion
de proteinas que promueven la sobrevivencia celular o a la produccién de proteinas
que se promueven a la muerte celular. Una caracteristica interesante de la apoptosis
es que la muerte celular no evoca respuestas inflamatorias con la consecuente invasion
de leucocitos. Por el contrario; pareciera que las células son “engullidas” silenciosa-
mente, probablemente por la microglia o los macréfagos sin dano tisular alrededor o
inflamacién [26].

Una vez que las células son dirigidas hacia la muerte, proteasas y endonuclea-
sas especificas son activadas para llevar a cabo el programa de muerte. La familia
de las proteasas ICE (enzima convertidora de interleucina —1/3) esta formada por 11

miembros divididos en 3 subfamilias, la subfamilia ICE, la subfamilia CPP32 y la sub-



1.6. Muerte celular programada 15

familia lch-1 recientemente conocidas como caspasas. Todas tienen en comun cisteina
y poseen una secuencia invariable de 5 aminoacidos en su sitio activo. La expresion de
estas proteasas en diversas células puede causar apoptosis, la cual puede ser prevenida
por inhibidores de proteasas o la introduccién del gen protector bel-2[27, 28].

Muchos estudios recientes han sugerido que en parte la muerte celular que se pre-
senta en la isquemia cerebral es debida a la activacién de mecanismos de apoptosis. Mc
Manus [27] mostré escalonamiento de DNA indicativo de apoptosis en el hipocampo
de ratas que habian pasado por un periodo de isquemia global. Desde 1993, en mu-
chos reportes - en los que se utilizan las mismas técnicas basicas de evaluacién, se han
mostrado evidencias de muerte celular con caracteristicas de apoptosis en diversos sis-
temas incluyendo modelos de isquemia global o focal [6, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35].

Otros sistemas revelan ciertas relaciones entre los mecanismos béasicos de apop-
tosis y el dano post-isquémico. Intermediarios reactivos derivados de oxigeno que se
encuentran fuera de control en la fase de reperfusion, pareciera que estan involucrados
en la senalizacién durante la fase inicial de apoptosis [36].

La expresién de las proteinas Bax y Bel-2 fue analizada empleando métodos in-
munohistoquimicos con anticuerpos policionales especificos para cada proteina en el
hipocampo de gerbos posterior a un periodo de 5 minutos de isquemia pasajera. Se
analizaron secciones de cerebro de animales sacrificados a las 48, 72, 96 horas y 7
dias posterior al dano. La intensidad de la expresion de Bax en las neuronas CA1l
aumento con el tiempo llegando a un maximo a las 72 horas. Por el contrairo, no se
detecto la presencia de Bel-2 en las neuornas de CA1 en ninguno de los tiempos de
evaluacién [34].

Estudios recientes han descrito la fragmentacion del DNA postisquémico en el hi-
pocampo, en modelos experimentales de isquemia, como un fenémeno caracteristico
de la muerte neuronal tardia. Ademas estudios estructurales de los cambios mor-
fologicos en las neuronas hipocampales de CA1 seguidos de un periodo de isquemia
cerebral pasajera sugieren que la muerte neuronal tardia es diferente de la apoptosis
tipica. Por lo tanto, persiste la controversia acerca de si la muerte neuronal tardia es
apoptosis o necrosis [6, 37].

Aunque el dano isquémico neuronal es clasicamente debido a la necrosis, hay
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evidencia que sugieren que algo del dano seguido a la isquemia cerebral e infarto
puede considerarse como apoptosis.

En ratas y gerbos que han pasado por un periodo de isquemia cerebral, existe
la evidencia de DNA fragmentado en células necréticas asi como en apoptdticas, ha
surgido cierta controversia en cuanto a si la muerte celular por apoptosis ocurre pos-
teriormente a un periodo de isquemia cerebral. Varias investigaciones han mostrado
que tanto en modelos de isquemia cerebral como focal se produce escalonamiento del
DNA. Esto sugiere que la fragmentacién del DNA ocurre por accion de endonucleasas
que cortan el DNA en fragmentos de tamano especifico; un hallazgo sugerente de
apoptosis més que de necrosis [6].

Diversos estudios muestran que la isquemia induce la activacion de genes asocia-
dos con apoptosis en otros sistemas. Aunque el papel de cualquier gen es especula-
tivo, estos datos sugieren que los programas genéticos que probablemente mantienen
normalmente la viabilidad de las células son interrumpidos por la isquemia y que
programas que median la muerte celular por apoptosis pueden también ser activados

por isquemia [20, 32, 35].

1.7. Vulnerabilidad neuronal ante la isquemia

Las caracterisitcas del dano neuronal provocado por un periodo de isquemia ce-
rebral global aguda muestran diferencias, en funcién principalmente de la ubicacién
de las neuronas en estructuras cerebrales especificas, de la duracion del episodio de
isquemia y del tiempo transcurrido a partir de éste. Esta heterogeneidad del dano en
funcion de la topografia y de la duracion del episodio de isquemia se ha atribuido a un
fenémeno de “vulnerabilidad selectiva” y la heterogeneidad del dano en funcién del
transcurso del tiempo se ha tratado de explicar con base en un conjunto de fenémenos
celulares designados como “fenémeno de maduracién”del danio post-isquemia [38].

Estos fenémenos dan lugar a la complejidad de los cambios secuenciales de las
neuronas consecutivos a un periodo de isquemia y que pueden evolucionar al dano
neuronal irreversible, aunque también provee la oportunidad para el estudio de los me-

canismos de la muerte celular por isquemia. En este sentido, Kirino [39] observé que



1.7. Vulnerabilidad neuronal ante la isquemia 17

un periodo breve de isquemia (5 minutos) provocé dano neuronal y muerte selectiva-
mente en las neuronas del hipocampo, en el subcampo CA1 hipocampal en gerbos,
con una alta reproducibilidad topografica y cronoldgica. De acuerdo con este trabajo,
la region CA1 mostré una destruccion lenta y progresiva de sus neuronas piramidales
que aumentd drasticamente a partir del cuarto dia psoterior a un episodio de isque-
mia provocado por la oclusién bilateral de la arteria cardtida durante 5 minutos. Este
fenémeno recibié el término de muerte neuronal tardia y se atribuyd a un “fendmeno
de maduracion” de los procesos celulares de dano con base en su patrén temporal
caracteristico [40].

Asi, se han identifcado células muy vulnerables a la isquemia, como las células
piramidales de la regiéon CA1 e hilus del hipocampo, células piramidales ubicadas
en la capa 3 y 5 de la corteza cerebral, células de Purkinje del cerebelo; células
medianamente vulnerables como las células de tamano medio y pequeno del estriado,
y células poco vulnerables como las células granulares del giro dentado y las neuronas
de las capas 2 y 4 de la corteza cerebral [41].

La muerte neuronal tardia que ocurre luego de un periodo breve de isquemia (5
minutos) es una transformacion celular inusual, ya que el reestablecimiento del flujo
sanguineo, el metabolismo energético y la actividad electrofisioldgica no impiden la
muerte neuronal tardia en las neuronas muy vulnerables. Asi, en estas condiciones
no se han aclarado cabalmente las causas por las cuales sucumben las neuronas del
sector CA1 del hipocampo [40].

En el sector CA1, los fenémenos celulares indicadores de muerte celular tardia en
las células piramidales se desarrollan lentamente. Los primeros signos de alteracion en
la estructura neuronal fina pueden observarse a las 24 horas a partir del episodio de
isquemia. Estos hallazgos muestran que la vulnerabilidad hipocampal selectiva no es
una vulnerabilidad regional sino celular; a saber, cada neurona tiene sus propiedades
particulares y las mas vulnerables son las células piramidales ubicadas en el sector
CA1 [42].

Los fenémenos de muerte neuronal tardia en el hipocampo, en su mayor parte
concluyen en los primeros 3 a 4 dias post-isquemia. La gliosis y la reduccién de volu-

men de células del sector CA1 contintan durante 3 a 4 dias post-isquemia. La gliosis
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y la reduccién de volumen de células del sector CA1 contintian durante 3 a 6 meses
después del episodio de isquemia. Durante este periodo las neuronas remanentes en
CA1 gradualmente se reducen en nimero. Aun 6 meses después de la isquemia, las
neuronas remanentes en el estrato piramidal aparecen frecuentemente obscurecidas
en su citoplasma, aparentemente en un proceso de desintegracién. Mas bien pareciera
que las neuronas sobrevivientes en el campo CA1 luego de un episodio de isquemia,
gradualmente degeneran y a la larga, esta region puede carecer de células piramida-
les [42]. Estas neuronas parecieran estar destinadas a morir como consecuencia de
fenémenos celulares que ocurren “en cascada” luego de un episodio de isquemia. Sin
embargo, también se ha observado que la mayoria de estas neuronas son salvables
mediante el tratamiento adecuado iniciado tan pronto ocurre un dafo isquémico [42].

El patrén de distribucién de las neuronas del hipocampo mas vulnerables a la
isquemia esta restringido a los sectores CA1 'Y CA4, aunque con la mayor magnitud
en el sector CAl. Estudios neuronatémicos han revelado que el subcampo de CA1 es
especialmente rico en receptores para aminoacidos excitadores (EAA) de la clase N-
metil-D-aspartato (NMDA) y también tiene abundantes terminales glutametérgicas
las cuales se originan de las fibras colaterales de Shaffer provenientes de las células
piramidales del sector CA3. Estas caracteristicas anatémicas en el hipocampo sus-
tentan el riesgo potencial de la excitotoxicidad inducida por la isquemia cerebral y,
en efecto, existen evidencias experimentales que sugieren que la muerte neuronal por
isquemia en las células piramidales del sector CA1 es consecuencia de la excitoto-
cidad inducida por glutamato [42]. Asimismo, estudios recientes mostraron que los
depésitos de calcio del reticulo endoplasmico son controlados por el receptor 1P3-R.
También se mostré que la densidad de dicho receptor es particularmente elevada en
neuronas del sector CA1 mientras que la actividad de la bomba de calcio del reticulo
endopldsmico es baja. Estos hechos podrian tener importancia en determinadas situa-
ciones patolégicas como la isquemia, en las que el dano neuronal irreversible puede
ser consecuencia de procesos celulares inducidos por el incremento anormal de C'a®*
intracelular [43].

Diversas investigaciones que se han realizado especialmente durante los tltimos

30 anos en el campo de las neurociencias, referente por una parte a los mecanismos
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patoldgicos generados por situaciones agresivas y daninas para la integridad del SNC
(sistema nervioso central); asi como a las posibilidades de recuperacién morfolégica
y funcional de las diferentes estructuras nerviosas afectadas por este dano, han dado
lugar entre otros aspectos importantes del conocimiento al concepto de neuroprotec-
cién. En este se incluyen procedimientos farmacolégicos o no farmacoldgicos capaces
de prevenir o reducir el dano resultante de la exposicién de las células nerviosas que
forman parte del SNC a situaciones tales como la isquemia, el trauma o la hemorragia;
condiciones que en los seres humanos dan lugar de manera inmediata o en muy cor-
to tiempo a lesiones neuroldgicas permanentes, de naturaleza y magnitud diversas.
Asi mismo, se ha considerado importante a la potencialidad de la neuroproteccion
como parte del manejo clinico-terapéutico de las enfermedades neuroldgicas crénico-
degenerativas (enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la corea de
Huntigton, entre otras) y de las alteraciones cerebrales asociadas al envejecimiento
3, 44, 45]

Conforme se han acumulado las evidencias en el sentido de que los procesos pa-
tologicos celulares que dan lugar al dano irreversible de estructuras subcelulares o
a la activacién de mecanismos celulares proapoptoticos conducentes todos ellos a la
muerte de las neuronas, requieren de cierto tiempo para su culminacion, se ha con-

4

solidado la idea de la existencia de una “ventana de oportunidad terapéutica” [46],
de la mayor importancia para las posibilidades de éxito de los procedimientos de
neuroproteccién. En efecto la “ventana de oportunidad terapéutica” en procesos fi-
siopatolégicos agudos, como la isquemia global o focal, el trauma o la hemorragia,
es un periodo (usualmente unas cuantas horas) comprendido desde el inicio de la
exposicion de las estructuras del SNC a estas condiciones y al establecimiento del
dano neuronal irreversible que antecede de manera inmediata a la muerte neuronal; e
incluye el tiempo durante el cual se desencadenan y permanecen activos los diversos
mecanismos de muerte neuronal. Cada uno de estos puede adquirir diferente relevan-
cia por su naturaleza y por su curso temporal en funciéon de su capacidad para dar
lugar al dafio neuronal inmediato (minutos a horas) mediato (horas a dias) o tardio

(dias a semanas); asi como en funcién de la posibilidad de ser contrarrestados me-

diante procedimientos neuroprotectores con la siguiente reduccion del dano neuronal
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correspondiente [7].

Desafortunadamente los resultados de los ensayos clinicos tendientes a probar la
eficacia y la seguridad de farmacos neuroprotectores han mostrado en la gran mayoria
de los casos una notable discrepancia con los resultados usualmente promisorios de los
estudios preclinicos de los mismos farmacos. A este respecto, se ha senalado que los
modelos experimentales de isquemia, trauma y otras enfermedades neuroldgicas que
cursan con dano cerebral no reprdoucen cabalmente en el laboratorio las condiciones
clinicas de los pacientes que podrian decidir, dado el caso, los farmacos neuropro-
tectores. Por otra parte, la administracion del farmaco neuroprotector fuera de la
ventana de oportunidad terapéutica, o en dosis y esquemas de tratamiento inadecua-
do para las condiciones de los seres humanos, diferentes de las de los animales de
experimentacion, parece influir en contra del éxito de la neuroproteccion clinica. Sin
embargo, una de las razones para la falla puede estar relacionada con el hecho de
que todos esos estudios se han centrado en impedir o reducir solamente uno de los
varios procesos celulares causantes del dano cerebral, dejando de lado otros procesos
igual o mayormente importantes que pueden por si mismos producir la muerte neu-
ronal. Esta posibilidad ha sido sugerida ante la evidencia de que luego de bloquear
los mecanismos celulares de la excitotoxicidad, las neuronas mueren por apoptosis;
lo mismo podria ocurrir si se bloquearan los mecanismos celulares de la muerte por
apoptosis, dejando de lado el hecho de que las neuronas podrian morir por efecto
de otros mecanismos de muerte celular [47]. Por tal motivo el consenso Internacional
de Neuroproteccion propuso que una droga neuroprotectora ideal debe demostrar su
eficacia en 2 especies experimentales por lo menos, ser efectiva tanto en isquemia focal
como isquemia global y que las evaluaciones preclinicas del farmaco deben incluir no
s6lo evaluaciones morfolégicas en el corto plazo sino también evaluaciones funcionales
realizadas a largo plazo [48].

Aquellos pacientes que se recuperan de una isquemia global muestran deficiencias
neuropsicoldgicas que se manifiestan en amnesia anterograda o deficiencias en memo-
ria semantica. Estos datos clinicos muestran claramente que las deficiencias neuropsi-
colégicas posteriores a un proceso de isquemia cerebral llevan a consecuencias enormes

tanto para el individuo afectado como para la sociedad. Antes de desarrollar estudios
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clinicos para encontrar como pueden ser disminuidas estas deficiencias inducidas por
un evento de isquemia es necesario examinar los procesos fisiopatologicos que llevan
al dano isquémico y los alcances terapéuticos en estudios experimentales. De tal ma-
nera algunos criticos plantean la posibilidad de desarrollar estudios experimentales
a futuro encaminados a proporcionar resultados de mayor relevancia para estudios
clinicos donde se prueben nuevas estrategias terapéuticas. Uno de los aspectos que se
ha mencionado es el desarrollo de evaluaciones funcionales a largo plazo adicionales a
las evaluaciones morfolégicas. Es decir, la aplicacion de pruebas funcionales que nos
permitan conocer el estado morfo-funcional final de las redes neuronales que integran
el SNC, luego de un proceso de isquemia [49].

Dado que las estructuras cerebrales mas vulnerables a la isquemia cerebral global
aguda, (hipocampo, corteza cerebral, cuerpo estriado y cerebelo) participan de manera
importante en la integracién de las funciones cognoscitivas, diversas modalidades
de aprendizaje y memoria han sido utilizadas como indicadores de normalidad o
alteracion de dichas funciones cognoscitivas. Adicionalmente, las caracteristicas del
aprendizaje y la memoria han sido utilizadas para identificar la lesién y/o alteracién

funcional de las estructuras cerebrales involucradas [50].

1.8. Aprendizaje y memoria

El aprendizaje consiste en la adquisicion de informacién acerca del medio am-
biente interno y externo que produce modificaciones conductuales transitorias o per-
manentes, mientras que la memoria es el almacén de la informacién mantenida, y
su existencia es mostrada por la persistencia de las modificaciones conductuales. Es
generalmente aceptado que el proceso de memoria es constituido de varias fases se-
cuenciales: adquisicién, consolidacién, almacenado y recuperacién [51].

La actividad dependiente de la entrada de calcio en las neuronas puede iniciar
una forma de plasticidad sindptica llamada potenciacién de largo plazo (LTP). Es-
te fenémeno es considerado por muchos como un posible mecanismo que subyace al
aprendizaje y la memoria. Estos cambios de ganancia sinaptica afectan la comuni-

cacion neural y pueden ser la base de los cambios conductuales que se presentan en
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el aprendizaje [52]. Los receptores NMDA se requieren para la induccién del LTP,
mientras que en la expresién se requieren receptores AMPA. De igual manera, los
receptores GABA parecen participar en los mecanismos de LTP, debido a que la ad-
ministraciéon de antagonistas GABAergicos producen una facilitacién de la induccién
del LTP. Otros sistemas de neurotransmisores no han sido relacionados con el apren-
dizaje espacial perse, sino con procesos de atencién como la actividad colinergica y
bien con procesos de motivacién en los que participa la actividad dopaminergica [50].

Se sabe que un gran porcentaje de pacientes que sobreviven a un paro cardiaco
han presentado un sindrome amnésico bastante circunscrito, caracterizado por dano
en el aprendizaje y la memoria de eventos ocurridos después del dano. Asi mismo, en
estudios post-mortem de pacientes que tuvieron un paro cardiaco mostraron un dano
severo en el hipocampo en particular en la region CA1 [53].

Modelos de isquemia cerebral global han revelado que las células piramidales de la
regién CA1 del hipocampo son selectivamente vulnerables a las deficiencias de energia
y oxigeno. Ademas lesiones del hipocampo danian la habilidad de la rata para resolver
tareas de aprendizaje espacial [54] que impliquen memoria de referencia y trabajo
espaciales [55].

En la memoria de referencia espacial que es adquirida paulatinamente como conse-
cuencia de multiples ensayos y es aquella donde la informacién visoespacial permanece
estable a través de los ensayos. Es un tipo de memoria que se basa en la expectativa
o referencia. La memoria de referencia es un sistema que se apoya en la informacion
previamente almacenada, puede emplearse como un conocimiento general del mundo
y tiende a ser mas importante después de que la tarea ya se aprendié y cuando las
situaciones ya no varian o son familiares. Este tipo de memoria esta organizado en
forma de mapas o esquemas cognoscitivos, es decir como un conjunto de referencias
organizadas [56].

Aunque el laberinto radial y el laberinto acudtico de Morris tradicionalmente han
sido usados para medir deficiencias espaciales asociadas con el dano hipocampal, el
desarrollo en estos laberintos puede ser alterado por el dano en el caudado-putamen
y la corteza [57].

La memoria de referencia espacial puede ser evaluada mediante el laberinto acuati-
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co de Morris. El laberinto acuatico de Morris se desarrolld para evaluar la habilidad de
las ratas para aprender, recordar e ir a un lugar en el espacio definido solamente por
su posicién relativa a senales espaciales fuera del laberinto [49, 58] y consiste en una
tina llena con agua opaca donde el animal es entrenado para nadar a una plataforma
sumergida que esta localizada por debajo de la superficie del agua. La temperatura
es usualmente mantenida a temperatura ambiente, esto es aversivo para el animal,
por lo que los animales son motivados para encontrar la plataforma y escapar del
agua. Debido a que la plataforma no esta visible el animal depende de su memoria
espacial y el uso de senales espaciales fuera del laberinto que le permitan localizar la
plataforma [57].

Tradicionalmente, la latencia para localizar la plataforma y la distancia de la ruta
recorrida han sido usados como indicios de aprendizaje y memoria en el laberinto
acuatico de Morris, sin embargo, la naturaleza imprecisa de estas mediciones han
orillado a desarrollar métodos adicionales para medir la estrategia de resolucién del
laberinto. El uso de la estrategia de lugar (adquisién del conocimiento de la locali-
zacién de la plataforma sumergida basado en senales visoespaciales) para resolver el
laberinto se infiere si la rata gasta mas tiempo en el cuadrante que previamente con-
tuvo la plataforma o cruza mas veces por el lugar donde se encontraba la plataforma
en comparacién con las posiciones equivalentes en los tres cuadrantes [49, 58]. Se cree
que el hipocampo participa en la formacion de representaciones mentales de la infor-
macion espacial (mapa cognoscitivo) [59]. La teorfa de O’Keefe y Nadel sostiene que el
hipocampo almacena informacién espacial en forma de mapas cognoscitivos alocéntri-
cos (0 exocéntricos) [59]; esto debido a que los estudios de lesién del hipocampo y
todas sus estructuras asociadas (férnix, septum, corteza entorrinal, subiculo y post-
subiculo) inducen deficiencias permanentes en una variedad de habilidades espaciales
[60]. Ademés O’Keefe y Nadel sugieren que el hipocampo derecho esté involucrado
en el mapeo de informacién espacial alocéntrica y el hipocampo izquierdo esté princi-
palmente implicado en mapeo linguistico [59]. Esta funcién de mapeo del hipocampo
puede depender de manera critica de multiples conexiones reciprocas con otras areas
corticales que son importantes en el procesamiento espacial, como la corteza parietal

[59).
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Asi mismo, estudios en humanos con lesién en la formacién hipocampal, mostra-
ron deficiencias de memoria espacial, en tareas como la memoria de trabajo espacial
entre otras. El deterioro encontrado en la memoria de trabajo espacial fue menor lo
que sugiere que el hipocampo no es crucial para el procesamiento de este tipo de
informacién [59]. La memoria de trabajo segin Baddeley se define como un sistema
de informacién mantenida y manipulada temporalmente (desde segundos hasta pocos
minutos por ser un tipo de memoria de corto plazo) [61]. En tareas de memoria de
trabajo la informacién acerca de la disposicién espacial puede ser mantenida activa
durante breves periodos de tiempo [59]. Experimentos de imagen funcional en huma-
nos sugieren que las porciones dorsolateral y ventrolateral de la corteza prefrontal
contribuyen tanto a la memoria de trabajo espacial como no espacial. Sin embargo,
experimentos con animales sugieren que la corteza prefrontal dorsal puede estar re-
lacionada de manera mas estrecha a la memoria de trabajo espacial mientras que la
corteza prefrontal ventral puede estar més relacionada con memoria de trabajo para
objetos [62]. De acuerdo a estudios neuroanatémicos la corteza prefrontal medial de
la rata es considerada como el drea homologa a la corteza prefrontal dorsolateral del
primate; en ambas especies esta area recibe proyecciones masivas de la porcién me-
dial del niicleo dorsomedial del tédlamo [63]. Por otro lado existen evidencias de que
el campo CA1 y el subiculo de la formacion hipocampal envian proyecciones directas
hacia la corteza prefrontal medial ipsilateral en la rata [64], de forma que la corteza
prefrontal misma tiene acceso a informacién espacial [65]. Asi mismo aferentes gluta-
matérgicas, dopaminérgicas, y colinérgicas a la corteza prefrontal regulan la memoria
de trabajo espacial en la rata [50]. La memoria de trabajo espacial puede ser eva-
luda en el laberinto radial de 8 brazos (laberinto de Olton). En el laberinto radial,
los brazos se proyectan fuera de una plataforma central. Al final de cada uno de los
brazos contiene pequenas cantidades de comida que sirven de recompensa para el
animal. Los animales son restringidos de comida, con la finalidad de motivarlos a que
realicen una busqueda de comida de manera mads eficiente. La estrategia optima es
visitar cada brazo una vez antes de retornar a cualquier brazo previamente visitado.
Asi, para desarrollar una tarea exitosa, los animales deben recordar donde permane-

ce la comida disponible. En otras palabras, el animal requiere tanto la memoria de
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referencia como la memoria de trabajo. La memoria de referencia contiene memorias
estables acerca de la tarea, por ejemplo que la comida se encuentra al final de cada
brazo. La memoria de trabajo contiene informaciéon de corto plazo, donde el animal

debe recordar que brazos han sido o no visitados [57].



Antecedentes

Debido a la naturaleza de la lesion cerebral resultado de la hipoxia y anoxia, espe-
cialmente cuando es seguida por reoxigenacion, es importante limitar el tamano de la
lesién inicial cuando ocurre un accidente cerebrovascular. Para alcanzar este objetivo,
una serie de procedimientos han sido examinados como tratamientos paliativos. Mu-
chos de éstos procedimientos incluyeron el uso de agentes farmacolégicos; por ejemplo,
drogas antiexcitotoxicas [66, 67|, antagonistas a calcio [68, 69] agonistas a serotonina
[70, 71], agonistas de adenosine [72, 73] y antioxidantes [74, 75]. En general, estas
aproximaciones se han enfrentado a resultados variables y en algunos casos el dano
cerebral post-isquémico fue mayor empleando alguna propuesta farmacoldgica [76].

A la melatonina se le atribuye un interés particular para el uso en dano cerebral por
su facilidad en atravesar la barrera hematoencefdlica [77], su elevada concentracion
de manera normal en el liquido cefalorraquideo [78, 79], la ubicuidad de sus acciones
antioxidantes [80, 81, 82|, su alta eficacia como un antioxidante [83, 84, 85] y como
agente neuroprotector en general [17, 86, 87], y su virtual ausencia de toxicidad [88, 89,
90]. Ademés la melatonina ha sido exitosamente empleada en pacientes para reducir
el dafio oxidativo por radicales libres [91, 92].

A final de la década de los 70’s empezaron a surgir publicaciones sugiriendo que
los radicales libres, especialmente aquellos derivados del oxigeno, destacan por su par-
ticipacion en el dano neuronal asociado con isquemia acompanada por hipoxia/anoxia

de los tejidos y la subsiguiente reperfusion caracterizada por la reoxigenacion de los

26



27

tejidos [93, 94]. Desde entonces, no sélo los derivados del oxigeno [95, 96, 97] han sido
implicados en la destruccién molecular de neuronas y glia durante el dafio por I/R,
adicionalmente, moléculas derivadas del nitrégeno han mostrado también ser téxicas
en el tejido cerebral [98, 99, 100]. Los radicales libres y reactivos relacionados son
generados en el SNC, como en otros tejidos, por diversas vias. Si estas moléculas no
son neutralizadas, son capaces de mutilar moléculas vecinas de manera indiscrimina-
da llevando eventualmente a la disfuncién de organelos celulares y de la propia célula
pudiendo desencadenar la pérdida celular via apoptosis o necrosis. Mediante métodos
de imagen se ha logrado detectar la generacion de radicales libres en el cerebro de
animales que experimentaron un episodio de isquemia [101].

Dada la evidencia irrefutable del papel principal de los radicales libres téxicos y
reactivos relacionados, generados durante la isquemia transitoria y reperfusién, en
la destruccién neuronal, la aplicacion de moléculas que neutralizan estos agentes es
uno de los objetivos de investigacion en este campo. En la bisqueda de moléculas
neutralizantes de radicales, se han usado para combatir la pérdida neuronal, tanto
moléculas sintéticas [66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 102] asi como antioxidantes que
ocurren de manera natural [75, 103, 104] con grados variables de éxito. La eficacia de
cualquier agente para reducir el dano consecuencia normal de la I/R depende de un
nimero de factores; por ejemplo, la actividad depuradora (secuestradora) intrinseca
por el agente, su habilidad para influir otros procesos antioxidantes dentro de las
células, su capacidad para reducir la generacion de radicales libres, su distribucion
dentro de la célula, y su habilidad para cruzar la barrera hematoencefalica. En general,
estos estudios han confirmado la utilidad del uso de atrapadores de radicales libres
en la reduccién del dano neuronal, con tazas de éxito altamente variables, en eventos
cerebrales de isquemia, con posterior reperfusion.

Considerando estos hallazgos, fue légico probar melatonina con respecto a su ha-
bilidad para intervenir en procesos patolégicos asociados con dano por I/R. La me-
latonina parecié ser una molécula particularmente apropiada para tales estudios ya
que cruza la barrera hematoencefalica, y ha mostrado que protege al cerebro de la
toxicidad por oxigeno [105], como atrapador de radicales libres [81, 82, 106, 107]

como antioxidante indirecto [80, 108, 109] y se ha encontrado su utilidad en diferen-
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tes modelos de degeneracion neuronal donde los radicales libres son los componentes
principales del dano neurolégico resultante [110, 111, 112]. Los experimentos que se
mencionan muestran que la melatonina es, de hecho, una molécula con numerosos
efectos benéficos en la reduccién de dano neuronal por I/R.

Poco después de que las propiedades antioxidantes de la melatonina fueron descu-
biertas [113, 114] y dada la facilidad con la que penetra al cerebro, los investigadores
pronto empezaron a probar si esta molécula podria limitar el dano cerebral bajo
condiciones donde el flujo sanguineo al érgano fuera temporalmente interrumpido y
posteriormente reestablecido. La mayoria de estos estudios han sido conducidos in
vivo en diversas especies de mamiferos y numerosos puntos terminales han sido eva-
luados. Resulta interesante, que los estudios iniciales, mas que probar si la melatonina
podria ser usada como un agente farmacolégico para reducir el dano por I/R en el
cerebro, determinaron si la melatonina enddégenamente sintetizada, en realidad con-
tribuia a la proteccion cerebral durante la anoia y reoxigenacion. En las primeras
investigaciones, seguidas a oclusion bilateral de las carétidas por una hora, el volu-
men de infarto fue marcadamente mayor en el cerebro de ratas pinealectomizadas que
en aquellas que tienen la pineal intacta [115]. La pinealectomia es un procedimiento
quirtdrgico comunmente usado para reducir los niveles fisiolégicos de la melatonina.
Adicionalmente a un volumen de infarto mayor, las ratas relativamente deficientes
en melatonina debido a la remocién quirurgica de la glandula pineal, presentaron un
indice de apoptosis mayor y una menor cantidad de neuronas sobrevivientes, resul-
tados obtenidos 4 a 6 horas después de establecida la reperfusién. En un segundo
reporte, el mismo grupo confirmé sus hallazgos de que la pinealectomia aumenta el
tamano del infarto cerebral después de isquemia focal y adicionalmente se reporté un
dano al DNA mayor en ratas pinealectomizadas que en animales con la pineal intacta
sometidas al mismo procedimiento de I/R [116]. En este estudio, ellos también inyec-
taron dosis farmacolégicas de melatonina (4x 2.5mg/kg antes del establecimiento de
la isquemia) y encontraron una disminucién del dano cerebral inducido por la anoxia
y reoxigenacion.

La relevancia de los niveles fisiolégicos de melatonina en la inhibicién del dano

cerebral debido al fenémeno de I/R fue confirmado por Kilic et al [117]. Nuevamente,
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tanto las ratas pinealectomizadas y ratas control fueron sometidas a isquemia cerebral
focal reversible de 120 min. De nuevo, el volumen del infarto fue mayor en el cerebro
de las ratas pinealectomizadas y la administracién de melatonina (4mg/kg antes de
la isquemia y reperfusién) redujo significativamente el tamano del infarto. La pinea-
lectomia también tuvo un impacto negativo en los déficits neuroldgicos, evaluados
conductualmente, mientras que éstos fueron mejorados en las ratas que se les habia
administrado melatonina. Dado que en ambos estudios que emplearon pinealectomia
se encontré que empeoraba el desempeno después de I/R, ambos grupos de investi-
gadores concluyeron que los niveles fisiolégicos de melatoninna proveen de algun tipo
de proteccién neuronal durante la isquemia focal. Estos hallazgos tienen implicacio-
nes interesantes a la luz del hecho de que los niveles endégenos de melatonina estan
disminuidos en muchos individuos viejos; [118] asi, los individuos envejecidos pueden
incrementar su vulnerabilidad a los efectos daninos por isquemia focal puesto que ha
perdido de manera natural la melatonina, un protector endégeno contra el dano [119].

En numerosos estudios se han empleado modelos experimentales similares de is-
quemia focal y una amplia variedad de objetivos de evaluacién final para determinar
que tan bien protege la melatonina contra el dano que normalmente sigue a periodos
temporales de interrupcion de flujo sanguineo y reperfusién. Cho y colaboradores [120]
especificamente examinaron las neuronas hipocampales de CA1l después de 10,20 o
30 mintuos de isquemia cerebral transitoria y siete dias de reperfusién. La densidad
neuronal del cuerno de Ammon, se vio disminuida en ratas que padecieron la I/R so-
lamente, sin embargo en ratas inyectadas con 10 mg/kg de melatonina el nimero de
neuronas en el hipocampo fue significativamente mayor. Administrada la melatonina
con mucha anticipacién al episodio de isquemia o mucho tiempo después del inicio de
la reperfusion fue, sin embargo, ineficaz en la prevencién de la pérdida de neuronas
de CALl.

Aunque los resultados de los reportes antes citados fueron consistentes con los
efectos protectores de melatonina relaciondndolos con sus propiedades antioxidantes,
no hubo mediciones de una reduccién de radicales libres en el cerebro de los animales
tratados con melatonina (aunque en todos los casos el dafio por radicales libres se

vio disminuido). Esta pregunta fue contestada en una publicacién por Li et al [121]
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que uso in vivo microdidlisis y trampas de salicilato para estimar la generacion de
OH' durante I/R en el cerebro de ratas con o sin la administracién de melatonina.
En las ratas no tratadas con melatonina, el dcido 2, 3, dihidrobenzoico (DHBA), un
producto resultante de la reaccion de salicilato con OH", aumentd su concentracion
en el microdializado colectado del cerebro de rata isquémico y reperfundido; con-
trariamente, si a los animales se les administra 4mg/kg de melatonina previo a la
induccién de la isquemia, las concentraciones de DHBA en los microdializados fue-
ron significativamente menores, asi se documenté una disminucion en los niveles in
viwo del OH altamente téxico. Este estudio proporcioné fuertes evidencias de que la
melatonina entra a el cerebro en cantidad suficiente para neutralizar radicales libres
de tal modo que reduce el dano normalmente asociado con la I/R. Esta evidencia no
excluye otras acciones de la melatonina que pueden también contribuir a su habilidad
para disminuir la mutilacién oxidativa de moléculas esenciales.

Este mismo grupo fue el primero en examinar la influencia de la melatonina en dos
protoncogenes, es decir bel-2 y bax, involucrados en apoptosis en células cerebrales
que experimentan hipoxia/anoxia y reoxigenacion.

Las ratas fueron sometidas a oclusién de la arteria cerebral media (MCAQO) du-
rante 60 minutos seguida por 24 horas de reperfusién; los grupos de ratas recibieron
0, 2.5, 5 0 10 mg/kg de melatonina 15 minutos previos al episodio de MCA9 y 6 y
12 horas seguido de isquemia. Bcl-2, el cual promueve supervivencia celular, se en-
contrdé que estaba regulado hacia arriba en el drea de penumbra de la lesion como
se analizd en un ensayo ciego individual en el grupo de animales tratados; los nive-
les de bax sin embargo no fueron diferentes entre los cuatro grupos. El tamano del
infarto fue también determinado en laminillas tenidas con violeta de cresillo usando
un analizador de imégenes y como se observé en estudios previos, el tamano del in-
farto fue menor en los cerebros de las ratas tratadas con melatonina. Finalmente, se
reportd que la melatonina mejora la apariencia histopatoldgica de lesiones cerebrales
resultado de I/R. No hubo aparentemente una relacion dosis respuesta para las tres
dosis de melatonina que fueron empleadas. Considerando los cambios en los niveles de
bcl-2, la razén bel-2 y bax se aumentd, sugiriendo que un mecanismo potencial para

las acciones neuroprotectoras de la melatonina en los cerebros I/R es la inhibicién de
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la apoptosis celular. La habilidad de la melatonina para reducir la apoptosis es un
hallazgo comin en muchas células no cancerosas [122, 123]. Esto puede relacionarse
con la habilidad de la melatonina para destoxificar los radicales libres y reactantes
relacionados ya que estas especies quimicas promueven procesos apoptoticos [124].

Un estudio disenado para definir acciones protectoras adicionales de la melato-
nina contra el dano neuronal por I/R fue recientemente llevado a cabo por Sinha y
colaboradores [125]. Ratas Wistar sometidas a una MCAO de dos horas fueron tra-
tadas varias veces con 20 mg/kg de melatonina o vehiculo. A los 30 minutos de la
reperfusién, usando imagenes de resonancia magnética, se determiné que el tamano
de la lesion en el cerebro de las ratas tratadas con melatonina fue menor a la mitad
de los animales inyectados con vehiculo. Usando una escala neuroldgica de 6 puntos
disenada por Tatlisumak y colaboradores [126] también estimaron que las ratas con
I/R que recibieron melatonina exhibieron deficiencias neurolégicas significativamente
menores. Finalmente, la melatonina redujo los niveles de lipidos oxidados, evaluados
por la medicién de la malondialdehido y restablecié los niveles del antioxidante in-
tracelular, glutation, en el cerebro de ratas con I/R. Asi, como los autores previos,
este grupo considera que las acciones protectoras de la melatonina contra el dafio por
I/R, proceso que se caracteriza por generar radicales libres de forma copiosa, proba-
blemente esté relacionada a sus actividades eficientes de atrapador de forma directa
o indirecta.

En los ultimos anos, la frecuencia de articulos que documentan las acciones pro-
tectoras de la melatonina en I/R cerebral ha aumentado y el nimero de parametros
usados para documentar sus efectos benéficos se ha expandido. En una serie de tres
articulos, Pei y colaboradores [127, 128, 129] documentaron la protecciéon morfolégica
producida por melatonina en ratas con dafnio por I/R usando un rango de dosis de me-
latonina (1.5-50 mg/kg). Nuevamente, el volumen de infarto fue menor en los anima-
les tratados con melatonina aunque no fue aparente una relacién dosis-respuesta;
adicionalmente, los autores no reportaron respuesta hemodinamica negativa por la
melatonina. La ausencia de una relacién dosis-respuesta cuando las dosis de melato-
nina variaron en un rango de 1.5 a 50 mg/kg hace suponer que la proteccién maxima

contra I/R cerebral fue alcanzada con la dosis minima de melatonina probada, esto
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es, 1.5 mg/kg. En un estudio mas reciente [129] ellos también reportaron que el tra-
tamiento con melatonina redujo la concentracion de NO, en las regiones cerebrales
lesionadas. E1 NO en altas concentraciones se cree que contribuye ampliamente al
dano neuroldgico [130], quizd debido al hecho de que se acopla con el Ton superdxido
para generar peroxinitrito, un radical libre altamente reactivo. Debido a estos hallaz-
gos, asi como los resultados de trabajos previos, Pei y colaboradores [129] sugieren el
uso de melatonina en un ensayo clinico en pacientes humanos con isquemia focal.

La tincién doble fluorescente en combinacion con microscopia confocal fueron usa-
dos para investigar la habilidad de la melatonina para influir en la frecuencia de
rompimiento de hebras de DNA neuronal inducido por isquemia en ratas sujetas a
MCAO [131]. Nuevamente, en este estudio se mostré que la administraciéon de me-
latonina redujo significativamente el volumen de infarto e incrementé la viabilidad
celular. Adicionalmente, la expresiéon aumentada de bcl-2 asi como la expresion del
RNAm del factor ERCC6 en el area de penumbra de la lesién cerebral; la desregu-
lacion de este gen es importante para la reparacién. La conclusion de este grupo fue
que la melatonina no sélo reduce el rompimiento de hebras sencillas o dobles de DNA
neuronal inducido por I/R, sino también modula la reparacién endégena de DNA, lo
cual se adiciona a los efectos benéficos de la melatonina en isquemia focal.

En nuestro laboratorio se han investigado los efectos protectores de la melatonina
contra la destruccién neuronal en un model ode isquemia cerebral global aguda en
gatos inducida por paro cardiorrespiratorio de 15 a 19 min de duracién [132]. En
los siete dias siguientes al episodio de isquemia los animales fueron evaluados en su
deficiencia neurolégica y en el octavo dia los cerebros fueron colectados para evalua-
cién histoldgica. La melatonina (10 mg/kg) fue administrada por infusién intravenosa
continua por 6 horas iniciando al final de la isquemia global. Los gatos que recibieron
melatonina exhibieron una mejoria neuroldgica, en relacién a los animales tratados
con vehiculo, en cada dia post-isquemia. El tratamiento con melatonina, mejoré am-
pliamente el niimero de neuronas piramidales sobreviviventes en el hipocampo a ocho
dias después de la anoxia neuronal.

Asi como los estudios resumidos anteriormente, existen otros que han documen-

tado las acciones protectoras de la melatonina en los tejidos neuronales danados.



Planteamiento del Problema

Se ha demostrado que la melatonina tiene efectos neuroprotectores a corto plazo

sin embargo sus efectos en el largo plazo se desconocen.
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Hipodtesis

La melatonina reduce las alteraciones de la memoria y del aprendizaje, asi como
la despoblacion neuronal del cuerno de Ammon del hipocampo, inducidas por la
isquemia cerebral global aguda (ICGA) en rata y evaluadas a los 90 dias después del

episodio de isquemia.
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Objetivos

5.1. Objetivo General

Medir el efecto neuroprotector de la melatonina 90 dias de un episodio de isquemia
cerebral global aguda utilizando indicadores funcionales del aprendizaje y memoria,

asi como la evaluacién de la poblacién neuronal del cuerno de Ammén del hipocampo.

5.2. Objetivos Especificos

= Mediante pruebas de memoria de referencia y memoria de trabajo espacial,
indicadores funcionales del aprendizaje y la memoria, evaluar el efecto neuro-
protector de la melatonina 90 dias después de un periodo de 15 minutos de

ICGA inducido en ratas por la técnica de “oclusion de los cuatro vasos”.

= Evaluar el efecto neuroprotector de la melatonina en el hipocampo mediante el
analisis de las poblaciones neuronales de las regiones CAl, CA2, C A3 y la zona

hilar de dicha estructura cerebral.
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Material y Métodos

6.1. Meétodos

Se utilizaron 32 ratas macho adultas jévenes, de la cepa Sprague-Dawley, con un
peso de 200—300 g, de 6 semanas de edad aproximadamente al inicio del experimento,
alojadas en grupos de 5 por caja, alimentadas acl libitum y conservadas en condiciones
controladas de temperatura (25+1°C') e iluminacién (ciclo de 12 h luz/12 h oscuridad)

que fueron asignadas al azar a cualquiera de los siguientes grupos:

= Grupo I (INTACTO): Se asignaron 8 animales que se mantuvieron en las con-

diciones antes mencionadas.

= Grupo II (CONTROL): Se asignaron 8 animales que se sometieron exclusiva-
mente a la oclusion permanente de las arterias vertebrales siguiendo el proce-
dimiento descrito en el modelo de isquemia cerebral global aguda (ICGA) en
ratas por “oclusién de los cuatro vasos” (Ver seccién 6.2), sin interrumpir el flujo

sanguineo de las arterias cardtidas.

= Grupo III (ISQ+VEH): Se asignaron 8 animales a los que se provocé un episodio
de ICGA mediante el modelo de “oclusién de los cuatro vasos” (Ver seccién
6.2) (oclusién permanente de las arterias vertebrales y 48 h después oclusién
transitoria de las arterias cardtidas durante 15 min) y se administré solucién

vehiculo (etanol 10 % en soluciéon de NaCl 0.9%) i, (3 ml/kg/h) en bolo, y
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30 min después se continuo la administraciéon de vehiculo en infusién continua
intravenosa (3 ml/kg/h), durante las 5 h siguientes al episodio de isquemia,

mediante el uso de una bomba de infusién continua (RD scientific model 100).

» Grupo IV (ISQ+MEL): Se asignaron 8 animales y a cada uno de ellos se pro-
voco un episodio de ICGA mediante el modelo de “oclusion de los cuatro vasos”
(Ver seccién 6.2) y se administré melatonina (Sigma Chemical Co, St. Louis
MO) a cada rata 10 mg/kg disuelta en vehiculo, (3 ml/kg/iv) en bolo y 30 min
después melatonina (10 mg/kg/h) disuelta en vehiculo en infusién continua in-
travenosa (3 ml/kg/h) mediante el uso de una bomba de infusién continua (RD

scientific model 100) durante las 5 h siguientes al episodio de isquemia.

6.2. Modelo de isquemia cerebral global aguda me-

diante la oclusion de los cuatro vasos

El episodio de ICGA fue provocado siguiendo el procedimiento descrito previa-
mente por otros autores [133, 134, 135]. Bajo anestesia con xilacina (2.5 mg/kg) y
ketamina (50 mg/kg) se practicé una incisién en la piel de la nuca y se separaron
los musculos por diseccién en la linea media hasta lograr el acceso a las primeras
vértebras cervicales. La arteria vertebral se localizé en cada lado, entre la primera y
segunda vértebra y fue cauterizada luego de su diseccion, con lo que quedd ocluida
permanentemente. Se suturd la herida. A través de un acceso en la parte ventral del
cuello, se localizaron las arterias carétidas comunes, se disecaron y se dejaron referidas
mediante hilos de seda para su acceso 48 h después. En los animales que recibieron
vehiculo o tratamiento por via intravenosa se implanté una canula endovenosa en
la vena yugular derecha. Se suturé la herida y se permitié la recuperacion total del
animal. Dos dias después, bajo anestesia ligera con éter, se abrié la incisién que permi-
te el acceso a las cardtidas, se separd del tejido adyacente y se permitié que el animal
se recuperara de la anestesia. Cuando la rata inicié esta recuperacion, se ocluyeron
ambas cardtidas en forma simultanea durante 15 min usando clips microvasculares,

verificando bajo microscopio que el flujo quedd suspendido. La rata perdié el estado
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de conciencia, es decir, no recuperé la respuesta de enderezamiento. Al cabo de este
periodo se quitaron los clips que ocluian el flujo y se verificé que éste se reiniciara. El
criterio de inclusién en el estudio que se aplicé a los animales experimentales es que
la rata debié permanecer inconsciente al menos 20 min luego de restituirse el flujo.
Se suturé la herida y se permitié la recuperacion total del animal. Este modelo ha
sido validado en el laboratorio y se ha obtenido un grado de despoblaciéon neuronal
severa en el hipocampo cuando se cumplen los criterios de inclusion.

Noventa dias después del episodio de isquemia, cada uno de los animales de los

diferentes grupos fue sometido a las siguientes evaluaciones conductuales:

6.3. Memoria de referencia espacial

Para evaluar la memoria de referencia espacial se utilizé el laberinto acuatico
de Morris [136], para lo cual se emple6 una tina circular de 140 e¢m de didmetro y
45 e¢m de profundidad que se llené con agua tenida de azul. Dentro de la tina se
colocd una plataforma de vidrio de 15 x 15 x 42 e¢m cuya superficie quedé de 3 em
por abajo del nivel del agua. Cada rata fue sometida a dos ensayos diarios durante
7 dias. Al octavo dia se realizd una prueba de transferencia. La rata se introdujo
de cara a la pared de la tina y nadd hasta localizar la plataforma hundida o hasta
que transcurrieron 60 s luego de los cuales la rata fue colocada sobre la plataforma
donde se le permitié permanecer por un periodo de 15 s. Al término del ensayo la
rata fue retirada de la plataforma y se colocé en su caja de mantenimiento por 20
min antes del segundo ensayo. El desempeno de la rata en el laberinto de Morris se
midié a través de los siguientes pardmetros: latencia de escape (tiempo en segundos
que transcurre desde que el animal es colocado en el agua hasta que logra llegar a
la plataforma) y distancia del recorrido (distancia en metros desde que el animal
es colocado en el agua hasta que logra llegar a la plataforma), ademds se trazaron
las rutas de nado de los animales para observar el despliegue de las estrategias de
bisqueda. La prueba de transferencia consistié en eliminar la plataforma del sitio
donde habia estado colocada los 7 dias previos y se permitd el nado del animal en

la busqueda de la plataforma por un tiempo de 30 s. Para el andlisis de la prueba
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de transferencia la tina se dividié de manera imaginaria en cuatro cuadrantes y se
calcul6 el porcentaje de tiempo de permanencia de los animales en cada uno de los
cuadrantes, asi mismo, se conté el nimero de veces que la rata cruzé por cada una
de las plataformas colocadas de manera imaginaria en cada uno de los cuadrantes los
cuales se encontraban a la misma altura que la plataforma original.

Se realizaron comparaciones intragrupales e intergrupales [137]

6.3.1. Tratamiento estadistico

Anélisis intragrupales

= Analisis de varianza no paramétrico de Friedman y prueba post-hoc de Wilcoxon

(pares igualados/rangos senalados) para las latencias de escape promedio/dfa.
Anélisis intergrupales

= Prueba de Kruskal-Wallis y prueba post-hoc U de Mann-Withney, para las

latencias de escape promedio/dia.

= Anova de medidas repetidas y prueba post-hoc de Tuckey para la distancia
total recorrida, nimero de cruces por sitios de la plataforma y el procentaje de

tiempo por cuadrante.

6.4. Memoria de trabajo espacial

Para evaluar la memoria de trabajo espacial se utilizo el laberinto radial de Olton
[138]. Este laberinto estd constituido por una plataforma central de 40 ¢m de didmetro
de la que se derivan 8 brazos de 60 ¢m de longitud, 10 ¢m de ancho y 5 ¢m de alto. Al
final de cada brazo se encuentra un depdsito de alimento. El laberinto estd elevado a
60 cm del piso y esta fabricado en acrilico color blanco. El laberinto se colocé en una
habitacién que porporciond diversas seniales visuales. Tres dias previos y durante toda
la prueba se redujo el 20 % del alimento diario de todos los animales. Durante los tres

dias previos a los ensayos se colocd al animal en el laberinto para que se habituara con
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este, se colocd alimento en los depdsitos localizados al final de cada brazo y en diversas
regiones del laberinto, se les mantuvo por un periodo de 10 minutos. Posteriormente
se realizaron 10 ensayos (un ensayo diario), cada ensayo consistié en colocar a la rata
en el centro del laberinto y se le permito el libre acceso a los 8 brazos, a los que se les
coloco alimento al final de cada uno de ellos. La estancia de la rata en el laberinto fue
hasta que comid todos los fragmentos de comida colocados al final de cada brazo o
de 10 minutos como maximo y su desempeno en el laberinto radial se midié a través
del nimero de errores (nimero de veces que el animal entra a brazos previamente

visitados) promedio durante los 10 dias de prueba.

6.4.1. Tratamiento estadistico

= Anova de medidas repetidas y prueba post-hoc de Tuckey para los errores pro-

medio ejecucion de los 10 dias de prueba.

6.5. Evaluacion de la poblacion neuronal del hipo-
campo

Al término de las evaluaciones conductuales efectuadas después del episodio de
isquemia, se analizaron las poblaciones del hipocampo. Bajo anestesia general, se
perfundié a los animales por via intracardiaca con 100 ml de solucién amortiguadora
de fosfatos (0.1 M, pH 7.4) seguida de 100 ml de solucién fijadora compuesta de
formaldehido al 4 % en la solucién amortiguadora de fosfatos. Ambas soluciones fueron
perfundidas a una presién de 120 ¢m de agua [139]. Los cerebros fueron extraidos
inmediatamente y post-fijados por inmersién en formaldehido al 4 % amortiguado
por un minimo de 24 h.

Los analisis de las poblaciones neuronales del cuerno de Ammon del hipocampo,
fueron realizados a partir del procesamiento histolégico de bloques de tejidos, el cual
se detalla a continuacién: una vez extraido el cerebro del craneo de la rata, se realiza-
ron cortes coronales que comprendian al hipocampo. La porcién obtenida (2 mm de

grosor) fue sometida a un proceso de deshidratacién y finalmente incluida en para-
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fina. Se obtuvieron cortes de 10 um que fueron tenidos empleando violeta de cresilo
al 0.5 %, pH 3.9 [140]. De cada cerebro se tomaron 10 cortes de hipocampo dorsal (1
cada 100 um) localizados entre 3.0 mm a 5.0 mm anteriores al bregma, de acuerdo
a las consideraciones esterotéxicas de Paxinos [141]. Se examinaron al microscopio
éptico, a 400X. Empleando el analizador de imédgenes (Zeiss image 3.0) en cada corte
se llevd a cabo el conteo de las neuronas piramidales del hipocampo en extensiones
de 150, 000m? de las regiones CAl, CA2, C A3 y Zona Hilar, donde tinicamente se
contaron las neuronas piramidales que mostraban caracteristicas morfolégicas nor-
males y nucleolo visible, asi mismo, se tomaron microfotografias de algunos cortes
representativos de cada grupo.

Anélisis intergrupales.

= Anova de medidas repetidas y prueba post-hoc de Tuckey para los valores pro-
medio y porcentajes de neuronas piramidales observadas en las areas CA1, CA2,

CA3 y zona hilar de las ratas de los cuatro grupos.



Resultados

La caracteristica de peso de los animales incluidos en los diferentes grupos experi-
mentales fueron semejantes durante el perfodo en que fueron evaluadas las funciones
cognoscitivas y la poblacién neuronal del hipocampo, 90 dias después de haber sido
integrados los grupos de animales INTACTO, CONTROL, ISQ+VEH e ISQ+MEL.
En general, se observé un incremento del orden de los 200 g en el peso corporal al
final del intervalo de los 90 dias entre las maniobras experimentales iniciales y la
evaluacién de la estructura y funciones cerebrales en el presente estudio. La tabla
7.1 muestra los valores promedio del peso corporal de los animales incluidos en los
cuatro gurpos inmediatamente antes de los procedimientos anestésico-quirirgicos del
modelo de isquemia cerebral aguda por oclusién de los cuatro vasos, las maniobras
“sham” (CONTROL) o la inclusién en el grupo correspondiente como animales in-

tactos; asi como 90 dias después, sin diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 7.1: Peso corporal (MEDIA 4+ DE) de los animales de los diferentes grupos
‘ GRUPO ‘ Peso al inicio del estudio ‘ Peso al final del estudio ‘

INTACTO 242 35 g 464 £29 g
CONTROL 229 +£29 ¢ 465 £ 25 g
ISQ+VEH 234+30 g 135 £52 g
ISQ+MEL 235+ 32 g 139 £ 53 ¢

La supresién del flujo sanguineo cerebral durante 15 min, siguiendo los procedi-
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mientos del modelo de isquemia cerebral global aguda mediante la “oclusion de los
cuatros vasos” provoco en los animales incluidos en los grupos ISQ+VEH e ISQ+MEL
periodos de por lo menos 20 min de inconciencia post-isquemia (criterio de inclusion).
Puede observarse en la figura 7.1, que en la mayoria de los casos la duracién de los

periodos de inconciencia post-isquemia varié entre 21 y 40 min.
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Figura 7.1: Numero de casos de los grupos ISQ+VEH que presentaron periodos de
inconciencia post-isquemia de 21-30, 31-40, 41-50 y 51-60 minutos

Las caracteristicas y el curso temporal de la memoria de referencia espacial de los
diferentes grupos se muestran en la figura 7.2. En los grupos de animales INTACTO
y CONTROL, puede observarse la disminucion de la latencia de escape desde valores
superiores a los 50 s, el primer dia de prueba, hasta valores del orden de los 10 s,
al tercer dia de prueba, que se mantuvieron con la misma magnitud en los dias de
prueba siguientes. Sin embargo, las latencias de escape del gurpo ISQ+VEH, fueron
siginificativamente mayores que las del grupo INTACTO o CONTROL a partir del
segundo dia de prueba, con persistencia de valores de latencia de escape cercanos al
méaximo admitido en la prueba (60 s) durante 4 de los 7 dias de prueba. Las latencias
de escape del grupo ISQ+MEL, se redujeron progresivamente a partir del primer
dia de prueba; pero fueron significativamente mayores a los del grupo de animales

INTACTO y CONTROL durante los primeros 3 dias de prueba, para adoptar valores
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que se mantuvieron en el orden de los 20 s, sin diferencias significativas los dias 4,
5 y 6 y significativamente mayores al dia 7 con respecto a los grupos de animales
INTACTO y CONTROL vy significativamente menores los dias 4 a 7 de prueba, con
respecto al grupo ISQ+VEH.
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Figura 7.2: Magnitud y curso temporal de la latencia de escape (mediana + EE)
de los diferentes grupos en el laberinto acudtico de Morris. Pueden observarse las
caracteristicas del aprendizaje espacial de los grupos INTACTO y CONTROL signi-
ficativamente diferentes de las del grupo ISQ+VEH; asi como las semejanzas y dife-
rencias de estos grupos con las caracteristicas del aprendizaje en el grupo ISQ+MEL.
*p < 0.05 con respecto al grupo INTACTO o CONTROL; *p < 0.05 con respecto
al grupo ISQ+MEL, ¥p < 0.05 con respecto a los grupos INTACTO y CONTROL.

En la distancia de nado durante los 7 dias de prueba de los cuatro grupos se
ilustran en la figura 7.3, puede observarse que en los animales de los grupos INTACTO

y CONTROL recorrieron en promedio 6 m. El efecto del episodio de isquemia en el
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grupo ISQ+VEH fue el aumento significativo de la distancia de nado total, mientras
que en los animales del grupo ISQ+MEL se registré un aumento con respecto a los
grupos INTACTO y CONTROL diferencia que no llega a ser significativa siendo de

7.5 m aproximadamente.
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Figura 7.3: Distancia total recorrida (mediana£+EE) para localizar la plataforma por
los animales de los diferentes grupos experimentales durante los 7 dias de prueba.
Puede observarse el aumento significativo ( *p < 0.05) con respecto a los grupos
intacto y control, asi como al grupo tratado con melatonina (*p < 0.05).

La figura 7.4 muestra las trayectorias que siguieron animales de los diferentes gru-
pos para encontrar la plataforma, los dias 1, 3 y 7 de prueba; asi como las trayectorias
de los mismos animales en busqueda de la plataforma que fue retirada para realizar
la prueba de transferencia 24 h después (dia 8) de la tltima prueba de aprendiza-
je. Puede observarse la correspondencia de la eficiencia del aprendizaje de referencia

espacial con la marcada reduccion de la extension de las trayectorias y la diferente
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estrategia de busqueda de la plataforma en la prueba de transferencia.

En la figura 7.6 se ilustra el nimero de cruces de los animales de los diferentes
grupos por el cuadrante 1 (cuad 1) que fue el cuadrante en el que estuvo colocada
la plataforma de escape durante los 7 dias de prueba, asi mismo por una posicién
equivalente en los otros tres cuadrantes (cuad 2, cuad 3, cuad 4) en los que se dividi6 el
laberinto acuatico de Morris durante la prueba de transferencia. Puede observarse que
los grupos INTACTO y CONTROL realizaron un promedio de 5 cruces por el lugar
donde se encontraba la plataforma y solamente 2 por el cuadrante opuesto (cuad 4).
En el grupo ISQ+MEL se observa una reduccién que no llega a ser significativa con
respecto a los grupos INTACTO y CONTROL siendo de 3 este ntiimero de cruces,
en cambio en el grupo ISQ+VEH, esta reduccion si llega a ser siginficativa siendo
el nimero de cruces por debajo de 2 en el cuadrante 1. En los otros cuadrantes no
existen diferencias entre los grupos.

Al calcular el porcentaje de tiempo de permanencia de los animales de cada uno
de los grupos se obtuvo en los diferentes cuadrantes lo siguiente (figura 7.6): en el cua-
drante 1 (cuadrante donde estuvo la plataforma) los animales de los grupos INTAC-
TO, CONTROL e ISQ+MEL tuvieron un porcentaje de permanencia de 37 % para
INTACTO y CONTROL y 34 % para ISQ+MEL, no habiendo diferencia significativa
entre estos grupos. En el grupo ISQ+VEH el porcentaje es menor significativamente
obteniéndose 24 % de permanencia, asi mismo existe diferencia en el cuadrante don-
de se encontraba la plataforma, ya que el grupo ISQ+VEH permanecié un tiempo
significativamente mayor con respecto a los grupos INTACTO y CONTROL.

Las caracteristicas de la ejecucién de las pruebas de los diferentes grupos en el
laberinto radial de 8 brazos de Olton se muestran en la figura 7.7 en la que el principal
indicador de aprendizaje y memoria de trabajo es el nimero de errores.

La mejor ejecucion de las pruebas de aprendizaje y memoria de trabajo de los
animales de los grupos INTACTO y CONTROL, asi como las modificaciones obser-
vadas en los grupos isquemia + vehiculo e isquemia + melatonina, se ilustra en la
figura 7.6, con base en el total de errores de trabajo durante el periodo de prueba de
10 dias.

Los resultados de la evaluacion de la poblaciéon neuronal del hipocampo en los
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diferentes grupos se encuentran consignados en la tabla 7.10 y se ilustran en las
figuras 7.8 y 7.9. La interrupcién del flujo sanguineo al cerebro durante 15 min a
través del modelo de oclusién de cuatro vasos provocé una reduccién importante de
la poblaciéon neuronal piramidal de los sectores del cuerno de Ammon del hipocampo.

El efecto de la isquemia cerebral global aguda en el grupo isquemia+vehiculo fue la
reduccién significativa de la poblacién neuronal del cuerno de Ammon del hipocampo,
la cual fue maxima en el sector CAl, donde la poblacion de células piramidales se
redujo en un 80 %; en tanto que la magnitud de la reduccién de células piramidales
vario entre el 27 % en CA3, 36 % en el hilus y 48 % en CA2, una intensa reaccién glial
astrocitica y microgial se asocié con la desaparicion de los componentes neuronales
de la capa piramidal en el cuerno de Ammon.

El tratamiento con melatonina previno parcialmente la pérdida de neuronas en los
sectores CA1 y CA2 seguido del episodio de isquemia (78.7 % y 88.1 % de preservacién
celular comparado con el grupo INTACTO). No se observé diferencia en la pérdida
neuronal en los sectores CA3 y CA4 en relacién a las ratas tratadas con vehiculo.

La figura 7.8 ilustra la apariencia histélogica del hipocampo dorsal de ratas in-
cluidas en los grupos INTACTO y CONTROL (primera y segunda linea vertical),
ISQ+VEH (tercera linea vertical) e ISQ+MEL (cuarta linea vertical). Las fotografias
de cada linea muestran los sectores del cuerno de Ammon, seguidas por imagenes de

los sectores CA1 y zona Hilar con una magnificaciéon mayor.
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Figura 7.4: Trayectorias de los dias 1,3 y 7 de uno de los animales de los grupos IN-
TACTO, CONTROL, ISQ+VEH e ISQ+MEL. De igual manera la prueba de trans-
ferencia (PT) de cada uno de ellos.
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Figura 7.5: Ndmero de cruces (media£EE) por los diferentes cuadrantes del labe-
rinto acuético de Morris observados en los diferentes grupos experimentales. Puede
observarse la reduccién significativa del niimero de cruces en el cuadrante 1 del grupo
ISQ+VEH(*p < 0.05) con respecto a los grupos INTACTO y CONTROL.
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Figura 7.6: Porcentaje del tiempo total de la prueba de transferencia (media+EE)
que permanecieron los animales de los distintos grupos en cada uno de los cuadrantes
del laberinto acuatico de Morris. Puede observarse la reduccién significativa del grupo
ISQ+VEH en el cuadrante 1 (*p < 0.05) con respecto a los grupos INTACTO vy
CONTROL, asi como al grupo tratado con melatonina (*p < 0.05) y un aumento
significativo (*p < 0.05) de estancia en el cuadrante 4 (opuesto) con respecto a los
grupos INTACTO y CONTROL.
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Figura 7.7: Total de errores de trabajo (media+EE) de los diferentes grupos durante el
periodo de prueba de 10 dias. Puede observarse el incremento significativo del niimero
de erores del grupo ISQ+VEH con respecto a los grupos INTACTO, CONTROL e
ISQ+MEL. *p < 0.05 con respecto a los grupos INTACTO y CONTROL; *p < 0.05
con respecto al grupo ISQ+MEL; ¥p < 0.05 con respecto a INTACTO y CONTROL
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Figura 7.8: Valores procentuales del nimero de neuronas piramidales (media del
nimero de neuronas en el grupo INTACTO = 100 %) de los diferentes sectores del
cuerno de Ammon del hipocampo en los grupos INTACTO, CONTROL, ISQ+VEH,
ISQ+MEL. Puede observarse la reduccién de la poblacién neuronal del cuerno de
Ammon del hipocampo en el grupo ISQ+VEH y la reduccién importante de la pérdi-
da neuronal en el ISQ+MEL. *p < 0.05 con respecto a los grupos INTACTO y
CONTROL; *p < 0.05 con respecto al ISQ+MEL.
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Figura 7.9: Cortes coronales representativos de cerebros de ratas pertenecientes a
los grupos INTACTO, CONTROL o sometidos a la isquemia global que recibieron
vehiculo (ISQ+VEH) o melatonina (ISQ+MEL). Las imédgenes de la parte superior
muestran los sectores del cuerno de Ammon, seguidas por imagenes de mayor mag-
nificacion de los sectores C'Al y zona hilar o Hilus. La isquemia global provocé una
reduccion importante de la poblacion de las neuronas piramidales en C'A1 y C'A2,
y una pérdida moderada en C'A3 y zona hilar. El tratamiento con melatonina pre-
servo parcialmente la poblacién neuronal piramidal en CA1 y CA2.

GRUPOS CA1 CAZ CAa HILUS
INTACTO  36.48 2.39(100) _ 21.79 0.57(100)  17.99 0.70(100) 19.16 0.54{100)
CONTROL 34.72 1.27(85.1)  21.94 1.39(100.8) 1753 1.11{87.4) 1872 075(97.7)

ISO+VEH B.55 2.67"(234)  11.37 2.24%52.1) 13.19 0DB5°(73.3)  12.30 1.39"(642)

ISO+MEL 2873 3. T2&(TET) 1920 2 42&88.1) 16548 1.53(86.0) 1374 231(71.7)

Figura 7.10: Nimero (media + EE) de neuronas/15,000 pum?, en las regiones CA1,
CA2, CA3 e hilus del hipocampo dorsal de las ratas de los cuatro grupos en estudio

ISQ+VEH=isquemia y tratamiento con vehiculo, ISQ+MEL=isquemia y tratamiento con melatonina (10
mg/kg). El nimero entre paréntesis es el porcentaje en relacién al grupo INTACTO.

*p < 0.05 comparado con INTACTO y CONTROL.

&p < 0.05 comparado con ISQ+VEH.
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El cerebro en su conjunto es un érgano especialmente susceptible al dano por
isquemia cerebral, en especial varios tipos de neuronas que forman parte de los cir-
cuitos neuronales del hipocampo, corteza cerebral, el estriado y el cerebelo pueden
morir por necrosis o por apoptosis luego de un periodo breve, transitorio de isquemia
[3]. El dafio en el hipocampo y practicamente todas sus estructuras asociadas (fomix,
septum, corteza entorrinal, subiculo) inducen deficiencias severas y permanentes de
una amplia variedad de habilidades espaciales [60].

El presente estudio tuvo como finalidad mostrar a largo plazo el efecto neuropro-
tector de la melatonina administrada durante las horas inmediatas, siguientes a un
episodio de ICGA de 15 minutos de duracién. Los resultados del presente estudio
muestran que el tratamiento con melatonina, durante las horas siguientes al episodio
de isquemia cerebral global aguda reduce el deterioro del aprendizaje y la memoria
espacial inducidos por el episodio de isquemia. En efecto, la reduccién significativa
de la latencia de escape en el laberinto acudtico de Morris que caracterizé el apren-
dizaje y la memoria de referencia espacial de los grupos INTACTO y CONTROL,
no fue observado en el grupo ISQ+VEH mostrando el deterioro de estas funciones
atribuible a las consecuencias de la isquemia sobre la integridad morfolégica de estos
fenémenos [60]. En cambio, a juzgar por la magnitud y curso temporal de los cambios
de la latencia de escape en el grupo tratado con melatonina semejantes a los de los

grupos INTACTO y CONTROL, sustenta el efecto neuroprotector de esta molécula

54
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en contra del dafio cerebral provocado por la isquemia en estructuras cerebrales muy
vulnerables, tales como el hipocampo.

En este mismo sentido, en la prueba de transferencia, la mayor persistencia del
grupo tratado con melatonina en comparacién con el grupo tratado con vehiculo, pa-
ra permanecer en el cuadrante donde estuvo colocada la plataforma, puede sustentar
el efecto neuroprotector de la melatonina, contra el dafno provocado por la isquemia
cerebral en el hipocampo. Asi mismo, las diferencias en las trayectorias de nado ob-
servadas entre el grupo ISQ+VEH con respecto a los grupos INTACTO, CONTROL
e ISQ+MEL pone de manifiesto, la mejor estrategia de busqueda de la plataforma
(estrategia de lugar) en estos grupos, compatible con el mejor funcionamiento del
hipocampo y el deterioro funcional del hipocampo en el grupo sometido a isquemia,
sin tratamiento neuroprotector. En efecto los patrones de nado entre los que destacan
la Tigmotaxis (observada en algunos animales del grupo) persistente en muchos de
los dias de prueba y en la prueba de transferencia lo que de acuerdo a los hallazgos
de otros autores corresponden a los observados en animales con lesiones del caudado
putamen [142] o del hipocampo [143] incapaces de utilizar las estrategias de lugar
que implica el uso de informacién para construir mapas cognoscitivos dependientes
del hipocampo. Sin embargo, dentro del grupo ISQ+VEH, animales que si encontra-
ron la plataforma, lo lograron haciendo un muestreo eficiente del laberinto. La mejor
ejecucién de las tareas de la memoria de referencia espacial en el laberinto acuatico de
Morris observados en los grupos INTACTO, CONTROL e ISQ+MEL en comparacién
con el grupo de ISQ+VEH se relacionan claramente con la preservacién de las células
piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo, sugiriendo que el tratamiento con
melatonina contrarresta al menos parcialmente los mecanismos que darian lugar a la
muerte neuronal en esta estructura. A este respecto se ha descrito que el dano neuro-
nal que resulta durante la isquemia es una consecuencia de una variedad de factores
negativos. Para prevenir el dano extenso, lo mas importante es restablecer el flujo
sanguineo al tejido isquémico tan pronto como sea posible; sin embargo, el hacer esto,
es decir la reperfusién con sangre oxigenada causa destruccién molecular y pérdida
neuronal /glial adicional. Los factores que generalmente se cree son responsables del

dano por I/R incluyen una variedad de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
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generadas a partir de diversos fendmenos fisiopatoldgicos (excitotoxicidad, acidosis,
incremento de calcio intracelular, activacién de enzimas, etc.). Por esta razén muchos
intentos para disminuir el dafno neuronal resultante de la I/R han incluido el uso de
antioxidantes y atrapadores de radicales libres dirigidos a neutralizar estas especies
toxicas.

La elevada sensibilidad del SNC a los radicales libres lo hace particularmente vul-
nerable al dano por I/R. Por esta razén es imperativo que cualquier molécula con
propiedades antioxidantes que pretenda proteger neuronas y glia de radicales libres
altamente reactivos y especies asociadas, alcance una concentracion intracerebral su-
ficiente para neutralizar dichas especies. En este contexto, la melatonina ha mostrado
tener ventajas sobre antioxidantes que normalmente no se generan en el cerebro. La
vitamina E y C, por ejemplo, tienen dificultades en atravesar la barrera hemato-
encefalica. Por el contrario, en un periodo de 10 min posterior a la administracién
periférica de melatonina, es posible detectarla en el SNC [77]. Adicionalmente a su
habilidad para entrar al cerebro, es importante que un antioxidante posea una amplia
distribucién intracelular y diversas acciones para ser efectiva en la proteccién contra
el estrés oxidativo. Nuevamente, la melatonina es superior a otros antioxidantes clasi-
cos. Dentro de las neuronas y la glia, la vitamina E por su solubilidad se restringe su
accion antioxidante a las membranas ricas en lipidos.

De manera contraria la concentracion més elevada de vitamina C se localiza en
el citoplasma. Sin embargo, la alta lipofilicidad de la melatonina le permite estar
presente en membranas celulares. Por otros estudios inmunocitoquimicos y por ra-
dioinmunoensayo han mostrado su prensencia en la mitocondria [144] y en el niicleo
[77]. Considerando la distancia extremadamente corta que la mayoria de los radicales
altamente reactivos viajan antes de danar una molécula, la melatonina (o cualquier
atrapador de radicales libres) debe estar ubicado en el sitio donde los radicales son
producidos.

En numerosos estudios han documentado que la melatonina es un agente altamen-
te efectivo para disminuir la pérdida tisular y los déficits neurofisiolégicos asociados
con el dano por I/R en modelos animales. La habilidad de melatonina para limitar

la destruccion celular como consecuencia de la interrupcion transitoria del flujo san-
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guineo a un érgano no estd confinada solo al cerebro sino que ocurre en otros tejidos
como en caso de corazon. Ya que tanto la isquemia focal como global son condicio-
nes que provocan secuelas incapacitantes para el individuo asi como alteraciones en
su entorno social, el uso de la melatonina como un agente neuroprotector debe ser
considerada seriamente. El hecho de que la melatonina es una molécula producida
endogenamente debiera favorecer su seguridad dado que no es una sustancia extrana
al organismo.

En el presente trabajo, los resultados también sustentan el efecto neuroprotector
de la melatonina en tareas de memoria de trabajo espacial. Se ha mostrado que la
memoria de trabajo espacial depende principalmente de la integridad morfologica y
funcional de la corteza prefrontal [145], la cual es capaz de participar extensivamente
en diferentes aspectos del procesamiento de informacion actuando como area rectora
del manejo de informacién espacial en la memoria de trabajo [65].

De acuerdo con este concepto, el deterioro de la memoria de trabajo espacial obser-
vada en el grupo ISQ+VEH, no fue observado en los grupos INTACTO y CONTROL
a juzgar por el nimero de errores de trabajo significativamente mayor en el grupo
ISQ+VEH durante los 10 dias de ensayos en laberinto radial de Olton. En estas condi-
ciones el tratamiento con melatonina parece haber tenido solamente un efecto parcial
con la memoria de trabajo espacial significativamente mejor que el grupo ISQ+VEH
los primeros dias de prueba, pero sin alcanzar los parametros de normalidad obser-
vados en los grupos INTACTO y CONTROL. Los resultado en el laberinto radial
de Olton sugieren poco efecto neuroprotector de la melatonina sobre la corteza pre-
frontal o bien un efecto similar en neuronas que forman parte de las vias aferentes
a la corteza prefrontal procedentes del sector CA1 y subiculo que se conoce, son las
vias a través de las cuales la corteza tiene acceso a la informacién espacial [64]. En
el presente trabajo debe destacarse que el dano cerebral provocado por la isquemia,
tiene repercusiones sobre funciones cognosctivas dependientes del hipocampo y de la
corteza prefrontal sugiriendo que el dano cerebral y sus consecuencias funcionales no
fueron compensados por mecanismos cerebrales de restauracion y/o plasticidad. Sin
embargo, las evidencias del efecto neuroprotector obtenidas a largo plazo, indican

la importancia de los fendmenos que ocurren en el periodo inmediato post-isquemia
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como determinantes del dano cerebral y la eficacia neuroprotectora de la melatonina
durante este periodo.

Las deficiencias de aprendizaje espacial y la pérdida neuronal del sector CA1 del
hipocampo observadas en las ratas después del episodio de ICGA son similares a las
observadas en humanos después de una isquemia cerebral transitoria (ataque cardiaco
o embolia) sugiriendo que existen mecanismos neuropatoldgicos similares que pueden
ser observados en diferentes especies [49].

Es posible que la melatonina puede ejercer un efecto neuroprotector a nivel hipo-
campal evitando la muerte neuronal probablemente por sus propiedades antioxidantes
y por ende promoviendo la preservacién de las funciones cognoscitivas (memoria es-

pacial), que van a impactar en la vida diaria de los individuos.
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