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RESUMEN

La isquemia cerebral global aguda desencadena fendmenos de dafio celular que
pueden dar lugar a la muerte de grupos neuronales vulnerables; tales como las
neuronas piramidales del cuerno de Ammon y las de las capas Il y V de la corteza
cerebral. Estas estructuras cerebrales y sus relaciones morfolégicas y funcionales
son relevantes para la integracion de las funciones cognoscitivas como el aprendizaje
espacial y la memoria de trabajo espacial, por lo que las secuelas de la isquemia
cerebral incluyen diversas alteraciones de estas funciones. Los resultados obtenidos
recientemente en nuestro laboratorio mostraron que la poblacion de neuronas
piramidales de las capas Il y V de la corteza prefrontal no se alter6 en los animales
isquémicos; aunque se observaron diferencias significativas en la memoria de trabajo
espacial; la cual mostr6 pocas alteraciones en los sujetos bajo tratamiento
neuroprotector con melatonina (10mg/kg/h, iv) durante 6 h post-isquemia, a diferencia
del gran deterioro de dicha funcién en los sujetos sin tratamiento neuroprotector. En
consecuencia parece importante estudiar la citoarquitectura de las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal de las capas lll y V con objeto de investigar si las
diferencias observadas en la memoria de trabajo espacial en presencia o0 en ausencia
de tratamiento neurprotector se asocian con modificaciones de la citoarquitectura de
las neuronas piramidales de la corteza prefrontal. Para ello se estudiaron los cerebros
de ratas intactas (control), isquémicas tratadas con melatonina (Isg+Mel) e iquémicas
tratadas con vehiculo (Isg+Veh); mediante técnicas convencionales de evaluacion
morfolégica neuronal basadas en el procedimiento de Golgi. En ausencia de
tratamiento neuroprotector la isquemia cerebral global aguda provocé la reduccién
significativa del numero total de bifurcaciones dendriticas de las neuronas piramidales
de la capa V de la corteza prefrontal en grupo Isq+Veh (11.5 £ 1.13; media + EE) en
comparacion con el grupo Control (14.6 £ 0.77) y el grupo Isg+Mel (14.16 + 0.12);
asi, como una disminucién de la densidad de espinas dendriticas en segmentos
oblicuos (50um) de la dendrita apical (Control: 48.03 + 3.08, media + EE; Isq+Mel:
53.33 £ 2.68; Isg+Veh: 45.5 + 7.36) y de la dendrita basal (Control: 46.69 + 4.01;
Isg+Mel: 51.66 = 1.94; Isg+Veh: 41.16 = 6.79). Asi mismo, el tamafio del soma de las
neuronas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal se redujo
significativamente en el grupo Isq+Veh (didmetro esférico 3.21 + 0.05; media + EE) en
comparacion con los grupos Control (3.95 + 0.18) e Isq+Mel (3.89 + 0.11). Los valores
correspondientes a las arborizaciones dendriticas, la densidad de espinas dendriticas
y la longitud de la dendrita apical y la dendrita basal en las neuronas piramidales de la
capa lll mostraron una tendencia a ser menores que los de los grupos Control e
Isg+Mel; sin embargo no alcanzaron el criterio de significacion estadistica. Estos
resultados muestran que la isquemia cerebral indujo alteraciones de la
citoarquitectura de las neuronas piramidales de la capa V, posiblemente relacionadas
con la disminucion de las conexiones provenientes del hipocampo, que pueden
explicar las deficiencias de la memoria de trabajo observadas, aun en ausencia de
pérdida neuronal; en tanto que el tratamiento neuroprotector con melatonina en el
periodo inmediato post-isquemia previno estas alteraciones morfo-funcionales de la
corteza prefrontal. En conjunto, estos resultados permiten destacar la eficacia de la
melatonina para contrarrestar los mecanismos fisiopatolégicos inducidos por la
isquemia que de otra manera darian lugar a deterioro de la estructura y la funcion de
regiones cerebrales vulnerables a la isquemia, ejerciendo sus acciones solamente
durante un periodo corto, pero critico en funcion del desarrollo de mecanismos
celulares conducentes al dafio cerebral post-isquemia.



ABSTRACT

Acute global cerebral ischemia triggers pathophysiological phenomena leading to
death of vulnerable neurons in specific brain structures (pyramidal neurons of the
Ammon’s horn and layers Il and V of the prefrontal cortex) involved in spatial learning
and memory. Long-term evaluation of neuron population of pyramidal neurons in
layers Il and V of the prefrontal cortex did not show significant differences as a result
of global cerebral ischemia, however a worst performance in the eight-arm Olton
working memory tasks was observed in the ischemic vehicle-treated rats than in the
ischemic melatonin-treated and control subjects. Thus, it seems important to study the
cytoarchitectonic characteristics of the pyramidal neurons at layers Il and V from the
prefrontal cortex of rats after global cerebral ischemia and melatonin-induced
neuroprotection. Brain tissue samples were obtained from intact rats (Control) and
brains of rats having been submitted, to acute global cerebral ischemia during 15 min
through four vessel occlusion (4VO) and melatonin, 10mg/kg/h for 6h, iv, (Isch+Mel),
or vehicle administration (Isch+Veh). The brains were processed according to a
modification of the Golgi method. The total number of dendritic bifurcations of
pyramidal neurons at layer V were significantly low in the Isch+Veh group (11.5 %
1.13; mean £ SEM) than in Control (14.6 + 0.77) and Isch+Mel (14.16 £+ 0.12,) groups.
Spine density in the apical (Control 48.03 £ 3.08, mean + SEM; Isch+Mel 53.33 %
2.68; Isch+Veh 45.5 + 7.36) and the basal (Control 46.69 + 4.01; Isch+Mel 51.66 *
1.94; Isch+Veh 41.16 + 6.79) dendrites of pyramidal neurons at layer V were
significantly low in the Isch+Veh group than in Control and Isch+Mel groups. A
reduction in the soma size of pyramidal neurons located at layer V were observed in
the Isch+Veh (spherical diameter 3.21 £ 0.05 mean + SEM) group as compared to
Control (3.95 £ 0.18) and Isch+Mel (3.89 £ 0.11) groups; while significant differences
of these parameters. Low, high variable values of dendritic bifurcation, spine density
and apical and basal dendrite length in layer Il pyramidal neurons were observed;
thought they did not account for significant differences among the other experimental
groups. These results show long-term cytoarchitectural alterations i.e., the reduction
of dendritic bifurcations and spine density in pyramidal neurons located at the layer V
of the prefrontal cortex, possibly due to reduction of neuronal afferent connections
from the hippocampus after global cerebral ischemia; which may in turn be related
with the significantly bad working memory of Isch+Veh subjects, even thought
significant changes in pyramidal neuron population did not take place. These results
also emphasize the efficacy of melatonin in counteracting the pathophysiological
processes induced by ischemia, by exerting its actions during a short but critical
period early after the ischemic episode, allowing preservation of cytoarchitectural
characateristics of pyramidal neurons at the prefrontal cortex compatible with the
integration of working memory functions.



INTRODUCCION

El cerebro representa el 2% del peso corporal total, sin embargo, en condiciones
normales su funcionamiento requiere del aporte energético y de oxigeno que provee
el 15-20% del gasto cardiaco. La interrupcién en el suministro de sangre oxigenada y
glucosa es crucial porque las neuronas requieren de un incremento en la sintesis de
adenosina de trifosfato (ATP) para mantener sus gradientes ioGnicos
transmembranales, actividad eléctrica, transmision sinaptica, sintesis de
macromoléculas, transporte celular eficiente e integridad del citoesqueleto [1].

De acuerdo con datos estadisticos [2,3] los accidentes vasculares cerebrales (AVC)
son una de las principales causas de muerte y discapacidad severa a largo plazo.
Los datos estadisticos muestran que en los Estados Unidos los AVC afectan
anualmente a mas de 700,000 individuos (500,000 por primera ocasion y 200,000 de
manera recurrente) ocasionando la muerte de 160,000 personas, por lo cual los AVC
se han clasificado como la tercera causa de muerte después de los padecimientos
cardiacos y el cancer [4] con una proyeccion de 1136,000 individuos afectados para
el aflo 2025 [5]. Asimismo se consideran de mayor importancia las implicaciones
econdmicas de estos padecimientos [6].

Del total de los AVC, 80 a 90% son problemas de isquemia y 10 a 15% son
problemas de hemorragia [7].

Cuando existe una adecuada presion de perfusién sanguinea, el cerebro controla su
propio flujo sanguineo cerebral (FSC); a este fenbmeno se le conoce como
autorregulacién cerebral [7]. EI FSC normal tiene un valor promedio de 50-
60ml/100g/min lo cual garantiza un suministro continuo y adecuado de oxigeno y de
glucosa para llevar a cabo sus funciones. En general cuando el FSC se reduce de
manera importante, el cerebro corre el riego de sufrir diversas alteraciones [1]. De
hecho se ha mostrado que la actividad eléctrica evocada y espontanea cesa cuando
el FSC se encuentra por debajo del 25%; ocurririendo asi dafio neuronal [1]. No
obstante que el desencadenante primario del dafio por isquemia es la reduccion del
FSC, la restitucion del mismo no siempre permite la recuperacién completa de las
alteraciones celulares provocadas por la isquemia; en cambio puede ocurrir dafio
adicional por reperfusion [9].

En la enfermedad cerebrovascular isquémica, la interrupcion del flujo sanguineo en la
forma global o en una regién encefalica especifica, produce patrones caracteristicos
de déficit neurolégico debido a la pérdida de las funciones controladas por las

estructuras cerebrales afectadas [10].



La isquemia focal es el resultado de la oclusién de una rama arterial, usualmente de
la arteria cerebral media, lo cual permite la presencia de flujo colateral en el tejido
isquémico. En esta circunstancia el tejido nervioso presenta diferentes grados de
hipoperfusion distinguiéndose un nucleo 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 alteracién 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 nucleo isquémico. Por otro lado la isquemia global se asocia con sucesos como el
infarto cardiaco o hipotensién severa dando como resultado la hipoperfusién del
cerebro completo con la ausencia de flujo colateral al tejido isquémico. En
consecuencia diversas funciones cerebrales se veran alteradas [11,12].

Debido a isquemia cerebral global aguda se ha identificado un patrén de
vulnerabilidad celular caracteristico; destacando como muy vulnerables las células
piramidales de la region CAl e hilus del hipocampo, seguidas de las células
piramidales de las capa Ill y V de la corteza cerebral, las células de Purkinje del
cerebelo; células medianamente vulnerables como las células de tamafio medio y
pequefio del cuerpo estriado, y células poco vulnerables como las células granulares
del giro dentado y las neuronas de las capas Il y IV de la corteza cerebral [13]. Estas
estructuras cerebrales mas vulnerables, (hipocampo, corteza cerebral, cuerpo
estriado y cerebelo) participan de manera importante en la integracion de funciones
cognoscitivas [14].

Las evidencias obtenidas en los modelos experimentales de isquemia cerebral focal
[15] o global [16,17] han permitido conocer los fenémenos celulares involucrados en

las alteraciones y el dafio neuronal irreversible inducidos por la isquemia.

Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral

El evento isquémico consiste en la interrupcibn permanente o transitoria del
suministro de oxigeno y glucosa en el cerebro, ambos utilizados en la sintesis de
adenosina de trifosfato (ATP) [18]. La reduccién del aporte de oxigeno desencadena,
el metabolismo anaerobio de la glucosa que conduce a la produccion de acido lactico
y acidosis tisular [19].

La suspension de los gradientes idnicos transmenbranales debido a la falla de los

mecanismos de transporte activo de iones, dependientes de energia son el punto de



partida de diversos mecanismos fisiopatoldégicos de muerte neuronal [20]. Las
neuronas y las células gliales se despolarizan exageradamente por la entrada de Na”,
Cl, Ca™ y agua al citoplasma; ademas de la salida de K*, produciéndose un

incremento anormal de éste i6n en el espacio extracelular [21].

Excitotoxicidad.

La liberacion anormal y excesiva del glutamato luego de la despolarizacién anoxica,
resultante de la pérdida de los gradientes y el ingreso anormal de Na*y Ca*? a las
células nerviosas; asi como la activacion de los receptores ionotropicos N-metil-D-
aspartato (NMDA) y &cido a-amino-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) por
el glutamato (cuya recaptura no puede realizarse en ausencia o deficiencia de
energia), determinan el ingreso adicional de Ca*?, la persistencia de condiciones
eléctricas anormales, e ingreso de Ca*? a través de canales dependientes de voltaje
[22]. Estos fendbmenos contribuyen a la presencia de una cantidad anormalmente
grande de Ca*? intracelular, capaz de activar mecanismos de dafio y muerte neuronal

que caracterizan al fendmeno de excitotoxicidad [18].

Papel del Ca* en el dafio celular por isquemia.

La entrada de calcio en las neuronas postsinapticas a través de los receptores
glutamatérgicos ionotrépicos y los ionoforos de Ca®** dependientes de voltaje puede
activar la fosfolipasa A, (PLA2), la fosfilipasa C-8, calpainas, y la proteina cinasa Il
calcio calmodulina (CaMKIl) y endonucleasas dependientes de Ca**/Mg?".

La activacion de la PLA2 dependiente de calcio en condiciones de
isquemia/reperfusion da lugar a la degradacion de fosfolipidos de membrana y a la
liberacién de acidos grasos como el acido araquidonico. En primer lugar, la ruptura de
los fosfolipidos de membrana modifica la estructura molecular de la membrana
lipidica, con las consecuentes alteraciones de los mecanismos de permeabilidad
selectiva y homeostasis idnica membranales [23, 24, 25]. En segundo lugar, el acido
araquidonico resultante de la hidrélisis de fosfolipidos puede ser convertido por accién
de las enzimas ciclooxigenasa o lipooxigenasa en derivados de icosanoides como las
prostaglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos; compuestos que pueden
causar, aumento del tono del muasculo liso vascular y fenémenos pro-inflamatorios
con la consiguiente alteracion de la regulacién del flujo sanguineo en regiones

cerebrales especifica [18,25,26].Por otra parte, en el proceso de formacion de estos



eicosanoides se producen especies reactivas de oxigeno que contribuyen a la perdida
de la integridad de la membrana. Asi mismo, la activacién de fosfolipasa C- por
Ca?*, trae como consecuencia la liberacién de inositol trifosfato (IPs) y diacil glicerol
(DAG) provenientes de los fosfolipidos de membrana. El IP3, al unirse a canales
liberadores de Ca?* sensibles a IP; situados en el reticulo endoplasmico uno de los
principales reservorios de este cation en la célula, ocasiona la liberacion de Ca*
hacia el citoplasma celular.

El DAG, es capaz de activar a una proteina cinasa C que activa una cascada de
fosforilaciones mediante la cual ocasiona la activacion de una serie de moléculas de
la familia de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs). Asi como, la
fosforilacion de Ik-B, la cual, libera a la proteina reguladora de genes NF-kB (factor
nuclear kB) que forman parte de mecanismos celulares proapoptoticos.

La activacion anormal de calpainas por Ca** induce la segmentacién anormal de
proteinas importantes (espectrina, fodrina, Ca®* - ATPasa, proteina cinasa C y factor
nuclear kappa B, NF-kB) para el funcionamiento celular, la remodelacion dendritica,
el transporte membranal, la modulacion de la expresion génica y la degeneracion
neuronal [18]. La activacion de la proteina cinasa Il dependiente del complejo calcio/
calmodulina (CaMKIl), por el Ca®* que ingresa masivamente, se ha observado en
neuronas de la corteza cerebral e hipocampo luego de isquemia cerebral. A partir de
la activacion de CaMKII, pueden ser activadas una serie de moléculas de la familia de
proteinas cinasas MAPKSs, las cuales una vez activadas, actian como mediadores en
la ejecucion del programa de apoptosis neurona [18].

Asimismo, la activacion de CaMKII por el Ca** puede originar el desarreglo estructural
del citoesqueleto y favorecer de esta manera el dafio neuronal [27].La activacion de
endonucleasas dependientes de Ca?’/Mg®, da lugar a la fragmentacion
internucleosomal del DNA en segmentos formados por pares de bases en niumeros
multiplos de 200 [18].

Radicales Libres

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electrén no apareado en
los orbitales del oxigeno; por tener un electron de mas se les confiere un gran poder
oxidativo destacandose su grado de toxicidad [28]. Los radicales libres, tanto las
especies reactivas de oxigeno (ROS) como los de nitrégeno (RNS) participan en

procesos de dafio por isquemia en el sistema nervioso central los cuales han sido



extensamente estudiados [21, 29, 30]. En condiciones normales, la reduccion
escalonada del O, ocurre a través de varios metabolitos intermediarios (O, *>H,0,~>
OH’) denominados especies reactivas de oxigeno. Esta reaccién procesa el O, que
ingresa a la mitocondria hasta la formacidén de agua, excepto una fraccion del orden
del 1-2 % del oxigeno que se transforman en ROS, los cuales parecen ser parte de
las sefiales involucradas en el control del balance de los procesos celulares de 6xido-
reduccion [31].

Las caracteristicas de reactividad quimica de los ROS les confiere la potencialidad de
dafar por si mismos estructuras quimicas celulares importantes, tales como
proteinas, lipidos y DNA; o mediante su interaccion con metales, particularmente
hierro, que da por resultado la formacién del radical OH®, altamente reactivo y
citotoxico.

De aqui la importancia de la operacién de los mecanismos celulares, enzimaticos y
no enzimaticos, involucrados normalmente en el control de la produccion y manejo de
ROS [30-33]. De esta manera, diversas enzimas antioxidantes que incluyen
superoxido dismutasas (SOD) SOD-Zn*/Cu?* localizada en el citoplasma y SOD-Mn**
en la mitocondria, catalasas y peroxidasas. En el cerebro la glutation peroxidasa
(GPx) es considerada mas importante que la catalasa debido a la baja actividad de
esta ultima enzima en la mayoria de las regiones cerebrales [34]. Estas enzimas
antioxidantes participan en la conversion inmediata de ROS en compuestos tales
como peréxido de hidrégeno, oxigeno molecular y agua [31,35]. Por otro lado, la
presencia de compuestos antioxidantes exdgenos o enddgenos tales como las
vitaminas E (alfa-tocoferol), A (beta- carotenos) y C (ascorbato), glutation en su
forma reducida (GSH), o melatonina, también forman parte de los mecanismos
celulares antioxidantes [34, 35].

Asi mismo, los radicales libres forman parte importante de los mecanismos
fisiopatoldgicos de dafio en condiciones de isquemia/reperfusion cerebral. Se ha
descrito que la restauracion del suministro de oxigeno y glucosa durante la
reperfusion de las regiones cerebrales expuestas a la isquemia global o focal, puede
rebasar la capacidad de manejo metabdlico mitocondrial del oxigeno y llevar a la
activacion de reacciones enzimaticas generadoras de ROS (xantina deshidrogenasa
- xantina oxidasa) por lo que la produccién anormal de radicales libres puede dar
lugar a la insuficiencia de los mecanismos celulares antioxidantes y dejar expuestos
diversos constituyentes de la célula, (proteinas, lipidos, &acidos nucleicos) a las
acciones toxicas de ROS [30, 35].



Las caracteristicas bioquimicas del sistema nervioso, lo hacen particularmente
susceptible al dafio mediado por ROS [36]. Las concentraciones celulares elevadas
de hierro no unido al grupo hemo y a la abundancia de acidos grasos poliinsaturados
cuyos dobles enlaces son notablemente susceptibles al dafio por radicales libres,
contribuyen a su mayor vulnerabilidad al dafio post-isquemia [36].

Asimismo, el 6xido nitrico (NO®) es sintetizado por la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) y por la éxido nitrico sintasa neuronal (NNOS), ambas enzimas constitutivas y
dependientes de calcio y calmodulina; y por la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS),
no dependiente de calcio y calmodulina. La nNOS es activada por el complejo calcio-
calmodulina después de que se produce un incremento en la concentracion
intracelular de Ca?', resultado de la excitotoxicidad. El NO®, una vez sintetizado,
tiene la posibilidad de formar RNS, especialmente peroxinitrito (ONOO ) al reaccionar
con el radical superéxido. Esto, le confieren importancia al NO®, entre los posibles
mecanismos de dafio neuronal post-isquemia (nitracion de ADN y proteinas),

dependientes de la formacién y la actividad de radicales libres [8, 18, 37, 38].

Disfuncién mitocondrial.

En condiciones normales, la fosforilacion oxidativa mitocondrial es la principal via de
sintesis de ATP en eucariontes. En este proceso, los electrones liberados a partir de
los sustratos son transferidos al O, mediante los complejos enzimaticos (I-1V) que
constituyen la cadena de transporte de electrones. La actividad de estos complejos
provoca un gradiente de protones a través de la membrana interna mitocondrial y la
energia electroquimica de este gradiente es entonces usada para impulsar la sintesis
de ATP por el complejo V (ATP Sintasa) [31].

Las consecuencias de la isquemia cerebral y la reperfusién sobre la estructura y el
funcionamiento mitocondrial de las células nerviosas incluyen alteraciones
metabdlicas, estrés oxidativo, alteracion de los mecanismos mitocondriales de control
de la concentracion de Ca**, e induccion de mecanismos pro-apoptéticos. De hecho,
se han mostrado evidencias de muerte neuronal por apoptosis luego de isquemia
global o focal en diversos tipos neuronales vulnerables que forman parte de
estructuras cerebrales especificas [39-42].

En condiciones normales el calcio citoplasmico que ingresa normalmente a la
mitocondria mediante un sistema de transporte unidireccional, favorecido por el

potencial de membrana negativo (A, ) de la mitocondria, tiene un papel importante



para las caracteristicas del funcionamiento mitocondrial al participar en la activacion
alostérica de diversas enzimas involucradas en la fosforilacion oxidativa, tales como
piruvato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa
y ATP sintasa [43,44].

Sin embargo, en condiciones de isquemia/reperfusion, el incremento anormal de Ca**
en la matriz mitocondrial da por resultado despolarizacion de la membrana
mitocondrial, inhibicibn de la fosforilacion oxidativa y de la sintesis de ATP, e
incremento de la produccién de ROS.

Por otra parte, el incremento anormal del Ca?" intramitocondrial y las acciones de
ROS promueven la apertura de poros de permeabilidad transitoria (PT), la liberacion y
translocacion del citocromo ¢ desde la membrana interna de la mitocondria hacia el
citoplasma con la consiguiente formacion de apoptosomas y activacion de moléculas
pro-apoptoticas [31, 45-47].

La disminucion de la sintesis de ATP resultante de la disfuncién mitocondrial inducida
por la isquemia interfiere con la operacion de aquellos sistemas de transporte activo
de Ca* dependientes de ATP, intensificando la acumulacién de Ca** y propiciando
el dafio y la muerte celular al través de mecanismos dependientes de Ca*. Se ha
considerado a la integridad estructural y funcional de la mitocondria como factores de
la mayor importancia para la ejecucion de las funciones celulares en condiciones
normales; asi como a las alteraciones del funcionamiento mitocondrial como
elementos clave para el dafio y la muerte neuronal, en el curso de diversas

situaciones fisiopatologicas cerebrales [31, 43, 48].

Apoptosis

Las causas de muerte posterior a isquemia pueden ser apoptosis 0 necrosis. La
apoptosis es responsable del mas del 50% de la muerte celular por isquemia. Se han
identificado tanto sefales intracelulares como extracelulares que inician este
proceso. No hay duda, que la disfuncibn mitocondrial origina las sefales
intracelulares para apoptosis mientras que las sefiales extracelulares involucran la
activacion de la familia de receptores TNF. Los mecanismos que llevan a la muerte
celular por apoptosis son complejos e implican la participacion de diferentes vias
como la del factor nuclear kappa B (NFkB), la via dependiente de p53, y la activacion
de diversos genes proapoptoticos. La induccién de estos factores lleva a la
formacion de caspasas, las cuales estan presentes en las células como proenzimas y

son segmentadas a su forma activa por otras caspasas. La via de las caspasas



requiere de la liberacién de citocromo c de la mitocondria y la activacion de la
procaspasa 9. A partir de este punto, se activa una serie de caspasas en cascada,
gue culmina con la caspasa 3 efectora. Esta ultima, activa enzimas que cortan el ADN
(endonucleasas) y enzimas de reparacion del ADN como PARP (poliADP- ribosa

polimerasa), llevando al final al rompimiento de ADN y muerte celular [49].
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NEUROPROTECCION

A partir de la acumulacion de evidencias acerca de las caracteristicas y el curso
temporal de los procesos fisiopatolégicos celulares, inducidos por la isquemia, que
dan lugar a la muerte de neuronas vulnerables, por necrosis y/o apoptosis, al dafio
irreversible de estructuras cerebrales y a las alteraciones funcionales
correspondientes, se ha propuesto la existencia de una “ventana de oportunidad
terapéutica” que permite intervenir exitosamente en la prevencion y reduccion del
dafio neuronal [50]. Los procedimientos de neuroproteccion abarcan propuestas
farmacoldgicos y no farmacoldgicos dirigidas a las células nerviosas que forman parte
del SNC alteradas por condiciones tales como la isquemia, el trauma o la hemorragia
[51,52]; condiciones que en los seres humanos dan lugar de manera inmediata 0 en
muy corto 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
neurolégicas cronico-degenerativas (enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer, la corea de Huntington, entre otras) y de las alteraciones cerebrales
asociadas al envejecimieno. [43, 53-55].

En procesos fisiopatolégicos agudos, como la isquemia global o focal, el trauma o la
hemorragia cerebrales, la “ventana de oportunidad terapéutica”, es un periodo
(usualmente unas cuantas horas) [56] comprendido desde el inicio de la exposicién
de las estructuras del SNC a estas condiciones y el establecimiento del dafio
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 celulares conducentes a muerte neuronal. Cada uno de éstos puede
adquirir en un momento dado diferente relevancia por su naturaleza y por su curso
temporal en funcion 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
funcibn de la posibilidad de ser contrarrestados mediante procedimientos
neuroprotectores con la consiguiente reduccion del dafio neuronal correspondiente
[52, 53, 57].

Sin embargo, se ha identificado una problemética a resolver en funcion de la eficacia
y seguridad de la neuroproteccion, que incluye: la multiplicidad de procesos celulares
gue deberian ser contrarrestados para prevenir o reducir el dafio cerebral; la relacion
temporal de la implementacion del procedimiento neuroprotector con la “ventana de

oportunidad terapéutica” correspondiente a uno o varios mecanismos de dafio
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cerebral (minutos a horas para necrosis, dias a semanas para apoptosis). Asi mismo,
establecer las dosis y esquemas de administracion de los farmacos neuroprotectores;
gue se establecen primeramente en base a evidencias obtenidas en modelos
experimentales [49], para posteriormente sustentar su posible aplicacion futura en
seres humanos.

Las estrategias que se han seguido para la investigacion experimental de los efectos
neuroprotectores de diversos farmacos han tomado en cuenta estas consideraciones.
De esta manera, la relacibn de oposicion entre los mecanismos de accién
farmacoldgica y la naturaleza de los procesos fisiopatoldgicos celulares conducentes
al dafio irreversible de las estructuras cerebrales vulnerables ha dado lugar a grupos
de fa&rmacos neuroprotectores: antagonistas de receptores glutamatérgicos [56, 57],
calcio—antagonistas [58], antioxidantes [59, 60], anti-inflamatorios [53], antiapoptéticos
[61], etc., entre otros. En este sentido se ha considerado relevante como parte de la
estrategia de neuroprotecccion, a los farmacos que pueden contrarrestar varios
mecanismos fisiopatoldgicos de dafio mediante mdultiples mecanismos de accion,
como es el caso de algunos esteroides neuroactivos [62, 63], la melatonina [36, 64] y
la Acetil-I-carnitina [65]. De ahi la sustentacion de las propuestas para ensayos
clinicos de neuroprotecciéon basados en la administracién de diferentes farmacos [66,
67].

Ante las evidencias de la participacion de los radicales libres generados durante la
isquemia transitoria y la reperfusién en la destruccion neuronal, la identificacion de
compuestos capaces de contrarrestar de una u otra forma los efectos nocivos de
estos agentes oxidantes ha sido uno de los objetivos de la investigacion en este
campo. Para ello se han estudiado compuestos quimicos identificados originalmente
por su participacion en procesos fisioldégicos relevantes en los seres vivos [36, 55, 63,
68]; asi como compuestos quimicos de origen sintético [69, 70, 71], con el propésito
de sustentar experimentalmente su eficacia y seguridad como neuroprotectores, lo
mismo que sus caracteristicas farmacocinéticas compatibles con su distribucién en el
sistema nervioso central. En general, estos estudios han confirmado
experimentalmente la eficacia del uso de compuestos antioxidantes en la reduccion
del dafio neuronal en condiciones de isquemia cerebral y reperfusion.

La melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina. Fig. 1), que es sintetizada en la glandula
pineal, tiene un patron circadico de secrecion relacionado estrechamente con los
ciclos luz /oscuridad. Asi, las concentraciones plasmaticas de la melatonina en

individuos jévenes son minimas durante el dia y alcanzan un maximo durante la
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noche (rata macho Wistar, 3 meses de edad: 35 pg/ml a las 16:00 h; 198 pg/ml a las
02:00 h. Seres humanos: 10.0 pg/ml a las 16:00 h; 200 pg/ml a las 02:00 h) [72, 73].
Se ha observado que los valores de secrecibn maxima nocturna se reducen
progresivamente con la edad (40.0 pg/ml a los 51-55 afios; 20 pg/ml a los 82-86
afios) [32].

La melatonina posee propiedades antioxidantes [64, 74-77], las cuales han generado
un interés particular en el estudio de sus efectos neuroprotectores debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas favorables para su ubicacion en los compartimentos
intracelulares y extracelulares en el SNC [78-80]; asi como por sus efectos en contra
del dafio cerebral por estrés oxidativo [35, 64, 74, 77], incluyendo el resultante de la
isquemia cerebral [36, 81, 82, 83].

La eficacia de la melatonina como neuroprotector, tanto en concentraciones
fisiologicas [84-86] como en concentraciones suprafisiolégicas, ha sido sustentada
por evidencias obtenidas en modelos experimentales de isquemia focal [36, 55, 83,
87, 88] y en modelos experimentales de isquemia global [81, 82, 87] y se ha
explicado como debida principalmente a la actividad de la melatonina como atrapador
de radicales libres, a la activacion de enzimas que reducen la produccién y la
acumulacion anormal de ROS [65, 73, 77, 90-92] y a la preservacion de la eficiencia
de los procesos mitocondriales que operan en contra del estrés oxidativo y de los

mecanismos pro-apoptéticos [93-95].

CH,CHNHCOCH;
[
\\\:\/ .\N
|
H

Figura 1. Estructura molecular de N-acetil-5-metoxi-triptamina, cominmente conocida

como melatonina.

La melatonina, al igual que otros derivados del indol y metabolitos del triptofano
posee propiedades de oxidorreduccion debido a la presencia de un sistema aromético
rico en electrones que permite a la indolamina funcionar como molécula donadora de
electrones. Adicionalmente la presencia de radicales metoxy y N-acetilo le confieren
caracteristicas de molécula anfifilica. Se ha sugerido que estas propiedades son las
bases moleculares que sustentan la capacidad antioxidante de la melatonina en los

diferentes compartimentos subcelulares [96].
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Algunos de los efectos neuroprotectores de la melatonina pueden ser mediados o
amplificados por algunos de sus metabolitos. La cascada antioxidante resultante de la
actividad sucesiva atrapadora de radicales libres de la melatonina y sus metabolitos
pueden dar lugar a una caracteristica importante de la melatonina en comparaciéon
con otros antioxidantes con efecto neuroprotector. Multiples acciones
neuroprotectoras en contra del dafio inducido por isquemia/reperfusiébn pueden ser
ejercidos por los principales metabolitos de la melatonina tal es el caso de N'-acetil-
NZ-formil-5 metoxi kinuramina (AFMK), N*-acetil-5-metoxikinuramina (AMK) y 3-ciclo
hidroxi melatonina que favorecen la reduccion de la peroxidacion lipidica ejercida por
la produccion excesiva ROS (H,0,, HO', oxigeno singulete, HOCI) y enzimas que
sintetizan el oxido nitrico (NOS) como el NO' y ONOO™ [97-101]. El AMK y la 6-
hdroximelatonina, como precursores de la melatonina, promueven la actividad
mitocondrial del complejo | (deshidrogenada de NADH) elevando la produccion de
ATP y del complejo IV (oxidasa de citocromo) de la cadena de transporte de
electrones favoreciendo la normalizacion del manejo de los radicales libres en
condiciones de isquemia, en contra de la liberacion del citocromo c y la subsecuente
activacion de mecanismos proapoptoticos. [101-103]. Asi también, el AMK y el AFMK
reducen los fenébmenos pro-inflamatorios inducidos por la isquemia mediante el
incremento anormal de la concentracién y la actividad de la COX 2, asi como la
acumulaciéon de polimorfonucleares y sus acciones enzimaticas oxidantes en
estructuras cerebrales expuestas a la isquemia [93, 95, 97-99, 101-104].

También se han propuesto como mecanismos de neuroproteccion de la melatonina al
antagonismo para la formacion de complejos calcio-calmodulina involucrados en el
proceso del desarreglo estructural del citoesqueleto neuronal inducido por la isquemia
[105, 106].

Diversas investigaciones han abordado el estudio de los efectos neuroprotectores de
la melatonina contra el dafio neuronal inducido por isquemia cerebral focal o global en
estructuras cerebrales vulnerables, principalmente a través de la evaluacion de
parametros morfolégicos y funcionales a corto plazo [87, 89, 107]. La evidencia
experimental de los efectos neuroprotectores de la melatonina contra el dafio
provocado por isquemia cerebral focal aguda incluyen: la reduccién del volumen del
infarto y de la zona de penumbra isquémica resultantes de la oclusion de la arteria
cerebral media [86, 108-112], la reduccion de la despoblacion neuronal en estructuras
cerebrales vulnerables afectadas por la isquemia [113, 114], la disminucion de la
generacion de radicales libres y de la lipoperoxidacién subsecuente [110, 115, 116],

la reduccion de la expresion y la sintesis de compuestos quimicos involucrados en los
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procesos celulares de apoptosis [114, 117], asi como la reduccion significativa de las
alteraciones neurolégicas post-isquemia [110].

Se ha mostrado que el tratamiento con dosis altas de melatonina (10mg/ kg)
administrado inmediatamente antes o inmediatamente después del episodio de
isquemia, en dosis Unica, dosis mdltiple o en infusion continua, reduce
significativamente la produccién de radicales libres y la lipoperoxidacién
consecuente, la muerte de las neuronas piramidales del cuerno de Ammon del
hipocampo especialmente de la region CAL; asi como las alteraciones neuroldgicas y
conductuales post-isquemia [81, 82].

En particular, se ha sugerido que el tratamiento con melatonina, 10 mg/ kg/ h, en
forma de infusién continua intravenosa (iv) durante las 6 h inmediatas siguientes a
un periodo de 15 a 19 min de isquemia cerebral global aguda inducida, coincide con
una ventana de oportunidad terapéutica durante la cual la melatonina ejerceria,
durante un periodo critico para el dafio cerebral post-isquemia, diversas acciones en
contra de mecanismos fisiopatolégicos relevantes para el dafio cerebral [118]. En
este estudio, la evidencia del efecto neuroprotector del tratamiento con melatonina
consistié en la preservacion de méas del 80% de las neuronas piramidales del cuerno
de Ammon y la preservacion casi normal de la memoria de referencia espacial, asi
como también cambios en la citoarquitectura de las neuronas piramidales de la region
CAZ1 del hipocampo como fue la disminucién del patron de arborizacion dendritica, de
la densidad de espinas dendritias y cambios en la proporcién de espinas en hongo y
delgadas [119].

Por otra parte, dado que las estructuras cerebrales mas vulnerables a la isquemia
cerebral global aguda, (hipocampo, neocorteza, cuerpo estriado — nucleo caudado,
putamen, estriado ventral - y cerebelo) participan de manera importante en la
integracion de las funciones cognoscitivas, las caracteristicas de diversas
modalidades de aprendizaje y memoria han sido utilizadas como indicadores de la
lesion y/o alteracion funcional de las estructuras cerebrales involucradas [120, 121].
Se sabe que un gran porcentaje de pacientes que sobreviven a un paro cardiaco y a
la isquemia cerebral consecutiva han presentado alteraciones del aprendizaje y de la
memoria para eventos ocurridos después del episodio isquémico [122, 123], que
pueden relacionarse con el dafio severo del hipocampo, especialmente en la region
CA1, observado en estudios post mortem en este tipo de pacientes [124, 125]. Cabe
sefialar que las neuronas piramidales ubicadas en los segmentos del cuerno de

Ammon del hipocampo y en las capas lll y V de la corteza cerebral estan incluidas
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entre las neuronas mas vulnerables a la isquemia, tanto en seres humanos como en

animales de experimentacion [120-126].
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ANTECEDENTES

Datos recientes en nuestro laboratorio muestran que no obstante la preservacion de
mas del 80% de neuronas del Cuerno Amonn del hipocampo y la ejecucién casi
normal de las pruebas de memoria de referencia espacial [118] hay cambios en la
citoarquitectura de las neuronas piramidales de la region CALl; tales como:
disminucion de la arborizacion dendritica, de la densidad de espinas dendriticas, y
cambios en la proporcion de espinas en hongo y delgadas [119].Asi mismo, los
resultados obtenidos recientemente [118] muestran que tanto los animales
isquémicos tratados con melatonina como los tratados con vehiculo, no presentan
pérdida significativa del nUmero de neuronas piramidales de las capas Ill y V de la
corteza prefrontal. Sin embargo, en ambos grupos la ejecucién de las pruebas de
aprendizaje y memoria espacial de trabajo en laberinto radial de 8 brazos de Olton,
fueron deficientes en comparacion con los animales control.

Un importante mecanismo que contribuye a la recuperacion funcional después del
dafio neuronal es la plasticidad cerebral, la cual se pone de manifiesto por la
reorganizacion anatomica y funcional del sistema nervioso central. El termino
plasticidad se refiere a los fenédmenos que regulan la capacidad del sistema nervioso
central de cambiar, en respuesta a dafio cerebral. Entre los cambios plasticos
observados después de la isquemia cerebral se encuentra la integracion de vias
neurales alternativas que toman la funcién de otras vias que han sido dafiadas [127],
cambios en las caracteristicas de las arborizaciones dendriticas, de la sinaptogénesis
[128-136] y la activaciéon de una variedad de procesos promotores del crecimiento
neuronal, en las neuronas remanentes de las estructuras vulnerables a la isquemia,
probablemente como cambios adaptativos que contribuyen al establecimiento de
condiciones que favorecen la plasticidad sinaptica y la recuperacion funcional [137,
138].

Se ha encontrado evidencia de que en las neuronas piramidales de las capas lll y V
de la corteza sensitivo motora de la rata, después de un episodio de isquemia
cerebral global aguda, presentan fendmenos de reorganizacion plastica continua,
progresiva, a largo plazo, del arbol dendritico y de las espinas dendriticas tanto de la

capa lll como de la capa V de la corteza sensitivo motora [139-141].
En la rata, la corteza prefrontal se define como la parte del lobulo frontal que recibe

proyecciones del nucleo mediodorsal del tadlamo, [142, 143] la cual esta constituida

por dos regiones diferentes, un area dorsomedial y un area ventromedial. El area
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dorsomedial de la corteza prefrontal esta consituida por la corteza precentral medial y
la corteza del cingulo dorsal anterior; y el area ventromedial esta constituida por la
corteza prelimbica y la corteza infralimbica [143]. En primates y humanos, la corteza
prefrontal puede dividirse en tres regiones principales: orbital, medial y dorsolateral.
La region orbital y la regidbn medial estan involucradas en el comportamiento
emocional y la region dorsolateral, la cual es la mas desarrollada en humanos,
proporciona un sostenimiento cognitivo de la organizacion temporal del
comportamiento, del habla y del razonamiento [144].

De acuerdo a estudios neuroanatomicos la CPF medial de la rata (figura 2) es

considerada como el &rea homologa a la CPF dorsolateral del primate [145].

Figura 2. Estructura de la corteza prefrontal de mono y rata. Vista lateral (A), vista
medial (B), vista inferior (C) de la corteza prefrontal de mono (actualizacién de
Petrides y Pandya (1994) del mapa de Brodmann). D) Vista coronal de la corteza
prefrontal de rata (+3.2 mm anterior a bregma, atlas de Paxinos y Watson, 1998).
Area lateral: AID y AlV, corteza agranular insular dorsal y ventral; area ventral: VO y
LO, corteza orbital ventral y lateral; &rea medial: Cgl, corteza cingulada; PL, corteza
prelimbica; IL, corteza infralimibica. También se muestran las areas motoras 1y 2,

M1y M2. (tesisenxarxa.net.pdf)

Asi, también la corteza prefrontal recibe fibras aferentes del tallo cerebral, el
hipotalamo, el sitema limbico (amigdala e hipcampo) y otras areas de la neocorteza.
El tallo cerebral, el hipotalamo y las entradas limbicas probablemente llevan a la
corteza prefrontal informacién acerca del medio interno; mientras que las aferencias
del hipocampo son probablemente escenciales para la formacion de memoria motora.

A su vez, las aferencias a la corteza prefrontal, procedentes de la corteza posterior,
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estdn aparentemente involucradas en la integracién sensorial y motora a nivel
superior [145, 146]. La gran cantidad de conexiones de la corteza prefrontal con
estructuras corticales y subcorticales son reciprocas, con la excepcion del estriado y
el hipocampo [142].

Se han descrito neuronas en la CPF especializadas en la organizacion y el analisis de
la informacién sensorial y temporal; la informacion de dicho estimulo es transferida
hacia la corteza premotora para la codificacion y la preparaciéon del movimiento
voluntario, y posteriormente a la corteza motora mediante fibras de asociacién
provenientes de las neuronas piramidales, fundamentalmente de la tercera capa
cortical. Del &rea motora, las neuronas piramidales gigantes de la quinta capa
proyectan sus axones que conforman un haz cortico-espinal para producir el
movimiento voluntario, lo que permite que la evocacion de recuerdos de eventos
ocurridos previamente en el corto plazo sean organizados serialmente y se
establezcan patrones de respuesta motriz adecuados. Debido a la fina remodelacion
y diferenciacién, asi como su topografia y conexiones que establecen, se ha
propuesto que las neuronas piramidales de la capa lll son las células directamente
relacionadas con el procesamiento profrontocortical de funciones cognoscitivas [145].
En la rata la diferenciacion entre las 5 capas de la CPF medial es compleja porque se
trata de una zona muy empaquetada al lado de la linea media del cerebro. Segun
Swanson (1998) [147] se distinguen tan sélo cuatro: la capa I, II/lll, V y VI. La capa |
es la mas facil de delimitar ya que en ella no existen somas de neuronas piramidales
[147]. El cuerpo de las neuronas piramidales se localiza principalmente en las capas
/1l (pequefas pirdmides), V (grandes piramides) y VI.

Las dendritas apicales de las neuronas piramidales se disponen perpendicularmente
la linea media y terminan en capal l.

Las neuronas piramidales son la poblacion neuronal mayoritaria en la corteza
(alrededor de un 75-80% del total) y son glutamatérgicas. A nivel morfologico, estan
constituidas por un soma de aproximadamente 25-50 ym de diametro, un conjunto de
dendritas basales que se encuentran cerca del soma y una dendrita apical, que
proyecta hacia las capas superficiales. Gracias a esta dendrita apical las neuronas
piramidales tienen la capacidad de captar la informacion que llega a través de las
distintas capas corticales y una vez intregrada emitir un impulso eléctrico hacia las
areas de proyeccion.

Existe una especificidad laminar en el tipo de proyecciones de la corteza frontal: las
neuronas piramidales de las capas Il/lll tienden a proyectar a otras areas de la

corteza, las de la capa VI al talamo y algunas zonas corticales y son principalmente

19



las neuronas piramidales de capa V las que canalizan la sefial de salida hacia la
multitud de estructuras subcorticales [148].

Gargllos basales
(Pulamen)

e

[Lobuotemporal |
inferolateral

Figura 3. Representacion esquématica de la corteza prefrontal. Tomada de Budson
AE, Price BH.Memory dyasfunction. N Engl Med. 2005; 352: 692-695.

La corteza prefrontal (figura 3) esta encargada de la organizacién temporal de la
conducta, pues participa en la seriacion temporal de las acciones encaminadas a la
resolucion de tareas que requieren tanto de la orientacion espacial como de la
orientacion no espacial, asi como en la organizacion y planeacion de respuestas;
[149] también interviene en la organizacion del aprendizaje y la memoria a corto plazo
[146, 150].

La memoria se ha conceptualizado como la capacidad de retener y de evocar eventos
del pasado, mediante procesos neurobiologicos de almacenamiento y de la
recuperacion de la informacion, basica en el aprendizaje y en el pensamiento. Esta
integrado por tres procesos basicos: 1) codificacion de la informacion: es el proceso
en el que se prepara la informacion para que se pueda almacenar, puede codificarse
como una imagen, sonido, experiencias o acontecimientos. 2) almacenamiento de la
informacion: esta etapa se caracteriza por el ordenamiento de la informacién mientras
se desarrolla el proceso en curso. 3) evocacion o recupracion de la informacion: es el
proceso por el cual se recupera la informacion, si ésta ha sido bien almacenada sera

mas facil utilizarla en el momento en que se solicite [150].
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Se ha pensado que la memoria de trabajo participa significativamente en funciones
cognoscitivas como el pensamiento, la planeacion, el razonamiento, en la toma de
desicidon y ejecucion asi como también en la comprension del lenguaje [151].

El termino memoria de trabajo, se origino en experimentos realizados por David Olton
y Werner Honig en los 70°s. Olton y Samuelson crearon una prueba para evaluar este
tipo de memoria en roedores en un laberinto radial, el cual esta constituido por una
plataforma central octagonal y 8 brazos dispuestos de manera radial con una cavidad
en su extremo distal [152].

Por lo que se ha descrito a la memoria de trabajo como un sistema neural de
almacenamiento temporal a corto plazo [144, 149] que permite retener a la vez
algunos datos de informacion en la mente, compararlos, contrastarlos, o en su lugar,
relacionarlos entre si. Se responzabiliza del almacenamiento a corto plazo, a la vez
gue manipula la informacion necesaria para los procesos cognitivos de alta
complejidad; participa en por lo menos dos tipos de procesos: a) Control ejecutivo:
hace referencia al mecanismo de procesamiento de la informacion, b) Sostenimiento
activo: constituye el concepto de almacenamiento temporal [150, 151].

La corteza prefrontal esta implicada en la integracion de funciones cognitivas, tales
como la memoria de trabajo [143, 144, 155-157]. También se ha mostrado que
lesiones de la corteza prefrontal medial en la rata produce dafio en la memoria de
trabajo espacial, [143, 144, 153-156] el cual ha sido corroborado mediante la
evalucién de pruebas conductuales en el laberinto radial de 8 brazos, de Olton y en el
laberinto acuatico de Morris [143, 155,156].

También se han observado deficiencias en la memoria de trabajo en el laberinto
radial de 8 brazos de Olton, después de un episodio de isquemia cerebral global
aguda [157, 158].

Por otro lado, existen evidencias de que el segmento CAl y el subiculo de la
formacion hipocampal envian proyecciones hacia la corteza prefrontal dorsomedial y
ventromedial [156, 159], y algunas funciones dependen de la integridad de ambas
estructuras; por ejemplo: tareas que requieren orden temporal [160]. Por lo que se ha
sugerido que tanto el hipocampo como la corteza prefrontal estan participando en
procesos de memoria espacial dentro de un rango a corto plazo [156]. En ausencia
de alguna de estas estructuras, ocurre un sistema compensatorio, donde una
estructura toma el mando de la funcion para la resolucién de tareas que requieren un
orden temporal o a corto plazo, es decir, informacion que necesita ser almacenada
por solo unos segundos. Sin embargo, una inactivacion de ambas estructuras, da

lugar al deterioro severo de la memoria de trabajo espacial a corto plazo, sugiriendo
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gue se requiere la integridad morfologica y funcional de ambas estructuras para el
procesamiento neural de la memoria de trabajo espacial a corto plazo [156].

Se ha sefialado que el mecanismo por el cual el sistema nervioso codifica, analiza y
retiene la informacion es mediante modificaciones de la transmisién del impulso
nervioso; por lo que se ha sugerido que cambios en la transmision sinaptica pueden
alterar el flujo de la actividad cerebral y, consecuentemente la respuesta del
organismo. Asi, el aprendizaje es producto de modificaciones en la transmision del
impulso nervioso en sistemas neurales especificos; dicho cambio podria reflejar una
mejora en el funcionamiento de circuitos neuronales, o bien dar lugar a la formacién
de conexiones nerviosas nuevas, por lo que se ha propuesto que el sustrato
neuroanatémico en el que subyace la memoria esta representado por las espinas
dendriticas de regiones cerebrales involucradas en dicho proceso cognoscitivo [119].
Las espinas dendriticas fueron observadas por primera vez por Ramon y Cajal hace
ya un siglo, cuando las describi6 como protuberancias de pequefio tamafio presentes
en la superficie de las dendritas de las células de Purkinje del cerebelo, y las
denomino con el nombre por el que actualmente las conocemos [161]. Estas pueden
estar presentes en el soma neuronal, aunque generalmente se localizan en porciones
especificas de la arborizacion dendritica. Existen neuronas que no poseen espinas;
en tales neuronas los contactos excitadores se establecen entre el elemento
presinaptico y porciones especificas del tronco dendritico, aun asi es claro que los
contactos exitadores ocurren al menos en un 80% sobre espinas dendriticas [162].
Las espinas dendriticas son mindsculas protuberancias protoplasmicas que revisten
la superficie de muchas neuronas y representan el sitio de contacto sinaptico
excitador en neuronas principales del hipocampo, la neocorteza y otras regiones
cerebrales. [145, 163].

La morfologia de las espinas varia considerablemente; por lo que se han clasificado
en funcion de las caracteristicas de su cuello y cabeza (figura 4 y 5) en: larga o

delgada, forma en hongo, gorda, ramificada y doble o varicosa [145].

Gorda Delgada Ancha Hongo Ramificada Doble

Figura 4. Composicion de los diferentes tipos de espinas dendriticas.

22



Delgada Gorda Hongo Ancha Doble Ramificada

Figura 5. Microfotografias de los diferentes tipos de espinas. Escala 5um.

El grado de longitud y ramificacion dendritica, asi como la densidad, forma y
distribucion de las espinas dendriticas parece estar influenciada por una gran
variedad de factores medioambientales como la desnutricién, la privacion sensorial, el
estrés, la denervacién y por procesos de aprendizaje, entre otros [164]. Las espinas
dendriticas representan el mayor sitio de contacto sinaptico excitador en las neuronas
y ocasionalmente forman sinapsis inhibitorias moduladoras, las cuales modifican la
fuerza de entrada de la informacion excitadora [145, 164].

Dado que las espinas dendriticas estan ampliamente asociadas con el flujo de
informacion de tipo excitatorio, las sitia idealmente como moduladores del
procesamiento de informacion que fluye a través de diversas estructuras cerebrales
como el hipocampo y la corteza cerebral entre otras [164, 165]; por lo que se ha
propuesto que podrian estar implicadas en la formacién de procesos de memoria
[166].

Asi también, la densidad de las espinas sobre las dendritas esta relacionada con el
grado de conectividad entre las neuronas y los axones que pasan através de sus
arboles dendriticos [164].

En consecuencia parece importante estudiar la citoarquitectura de las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal de las capas Ill y V con objeto de investigar en
isquemia con o sin tratamiento con melatonina da lugar a modificaciones en la

citoarquitectura de dichas neuronas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Resultados obtenidos recientemente en nuestro laboratorio muestran que el
tratamiento neuroprotector con melatonina en animales sometidos a isquemia
cerebral global aguda preserva la poblacion neuronal del Cuerno de Amonn del
hipocampo y las capacidades de aprendizaje y memoria espacial en ratas; sin
embargo en estas condiciones las neuronas piramidales del segmento CAl del
cuerno de Amonn del hipocampo presentan diferencias importantes en el numero y
caracteristicas de las arborizaciones dendriticas, asi como en la densidad de espinas
dendriticas y en las proporciones de espinas delgadas y “en hongo”, en comparacién
con los animales control. Por otra parte en el estudio referido no se observaron
modificaciones significativas del nimero de neuronas piramidales de las capas lll y V
de la corteza prefrontal dorsomedial; en los animales isquémicos con o sin
tratamiento neuroprotector con melatonina; sin embargo la ejecucion de estos
animales en las pruebas de memoria de trabajo espacial en el laberinto radial de 8
brazos, de Olton fueron deficientes en comparacion con la de los animales control. En
vista de la importancia de la corteza prefrontal dorsomedial en la integracién de la
memoria de trabajo espacial ¢existen modificaciones de la citoarquitectura de las
neuronas piramidales de las capas Il y V de la corteza prefrontal dorsomedial que
pudieran estar asociadas a la ejecucion deficiente de las pruebas de memoria de

trabajo espacial?
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HIPOTESIS

Las caracteristicas citoarquitectonicas de las neuronas piramidales de las capas Il y
V de la corteza prefrontal dorsomedial: bifurcaciones dendriticas totales, longitud de
la dendrita apical, longitud de la dendrita basal, densidad de espinas dendriticas,
proporcion relativa de los distintos tipos de espinas dendriticas y las caracteristicas
del soma, presentaran diferencias por efecto de la isquemia cerebral global aguda y

del tratamiento neuroprotector con melatonina.
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OBJETIVOS

Evaluar las caracteristicas citoarquitectonicas de las neuronas piramidales de las
capas lll y V de la corteza prefrontal dorsomedial (precentral medial y corteza del
cingulo) incluyendo: bifurcaciones dendriticas totales, longitud de la dendrita apical y
longitud de dos dendritas basales, densidad de espinas dendriticas, proporcion
relativa de los distintos tipos de espinas y las caracteristicas del soma; luego de

isquemia cerebral global aguda, con o sin tratamiento neuroprotector con melatonina.
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MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la guia de los
Institutos de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH) para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (Publicacién NIH No. 80-23,1996) y la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccién,
cuidado y uso de los animales de laboratorio. El protocolo de investigacion fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto Mexicano del Seguro
Social, México. Se tomaron las medidas adecuadas para reducir al minimo el dolor o
sufrimiento de los animales.

El estudio se realiz6 en ratas Sprague-Dawley con un peso de 320-400g al inicio de
los procedimientos experimentales. Los animales se mantuvieron en jaulas de acrilico
bajo condiciones ambientales controladas de luz-oscuridad (12h/12h) y temperatura
(20 = 2°C), con suministro de alimentoy agua ad libitum.

La melatonina (Sigma, St Louis. MO, USA) fue preparada para su administracion
mediante disolucién en etanol absoluto y dilucién con solucién de NaCl al 0.9%, hasta
una concentracion final de 3.3 mg/ml, en una solucién al 10% de etanol en solucion
salina. La ketamina, la xilacina y el pentobarbital sodico fueron obtenidos de
preparaciones comerciales para uso veterinario.

Se utilizo el modelo de isquemia cerebral global aguda por oclusiéon de los 4 vasos
(4VO) [167,168].

Las ratas se asignaron al azar a los siguientes grupos. Grupo 1: Control (n=5), Grupo
2: Isquemia + Melatonina (n=5), animales sometidos a isquemia cerebral global
aguda durante 15 min mediante 4VO y administracion de melatonina 10 mg /kg/h en
etanol al 10% en NaCl 0.9% iv, por un periodo de 6 h, a partir de los 30 minutos
luego de la remocion de los clips de las arterias car6tidas, Grupo 3: Isquemia +
Vehiculo (n=5), animales sometidos a isquemia cerebral global aguda durante 15 min
mediante 4VO y administracion del vehiculo de melatonina (solucion 10% etanol en
NaCl 0.9% iv), 3.0 ml/kg/h por un periodo de 6 h, a partir de los 30 minutos luego de
la remocion de los clips de las arterias cardétidas.

Al termino de las evaluaciones de aprendizaje y memoria espacial (laberinto acuatico
de Morris, memoria de trabajo espacial en el laberinto radial de ocho brazos de Olton)
y la recuperacion del peso corporal (4 meses después del episodio de isquemia) las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (35mg/kg) y perfundidas por via

intracardiaca con solucion salina seguida por una solucién de formol al 10% en
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amortiguador de fosfatos. Se extrajeron los cerebros y se dejaron en inmersion en el
mismo fijador por lo menos 2 dias antes del procesamiento histoldgico.

Se hizo una evaluacion poblacional neuronal de la capa lll y V de la corteza
prefrontal dorsomedial de cada animal por grupo, utilizando la técnica modificada de
Golgi [169], la cual consistié en la fijacion-induracién de los blogues mediante la
incubacién de estos en una sal de cromo (dicromato de potasio 2% en 50ml), 10ml de
formaldehido al 40% y 2.5ml de acido acético glacial a 25°C/48 h en total oscuridad.
Una vez fijado el tejido, se incubd en una sal de plata (nitrato de plato 0.75% en 50 ml
de agua desionizada). El bloque de tejido fijado e impregnado se cortd, obteniéndose
cortes coronales de 125um de espesor en un micrétomo de deslizamiento. Se
estudiaron 6 neuronas piramidales de la capa Ill y V de la corteza prefrontal
dorsomedial por animal, dichas neuronas se evaluaron bajo las siguientes variables:
bifurcaciones dendriticas totales, longitud de la dendrita apical, longitud de la dendrita
basal, densidad de espinas dendriticas oblicuas de cada dendrita, proporcion de los
diferentes tipos de espinas dendriticas y caracterizacion del soma.

Para la evaluacion del numero total de bifurcaciones dendriticas de las neuronas
piramidales de las capas Il y V de la corteza prefrontal dorsomedial se contaron las
bifurcaciones dendriticas totales a una amplificacibn de 630 aumentos en un
microscopio éptico.

Para evaluar la longitud de la dendrita apical (um) y la longitud de dos dendritas
basales (um) de las neuronas piramidales de las capas lll y V de la corteza prefrontal
dorsomedial se utilizé el método de Sholl, el cual consiste en la medicién aproximada
de la longitud de las dendritas de acuerdo con la ubicacién de su extremo distal en
un conjunto de 7 anillos concéntricos con una separacion de 40um entre anillos
adyacentes. Para ello se utilizd un Sistema Analizador de Imégenes (Perception
Analysis System by Human-Computer Interface, Cambridge, UK) con una
amplificacién de 100 aumentos (10X).

Para evaluar la densidad de espinas de las neuronas piramidales de las capas Il y V
de la corteza prefrontal; de la dendrita apical desde su ultima bifurcacién se tomo una
dendrita oblicua la cual se dividié en dos segmentos iguales, se delimito en cualquiera
de ellos un extension de 50 um a partir del punto medio, se contaron las espinas
dendriticas y se identificaron sus diferentes tipos (delgada, gorda, hongo, ancha,
ramificada y doble). Asi también, de la dendrita basal se tomo una dendritia oblicua la
cual se dividio en dos segmentos iguales, se delimito en cualquiera de ellos 50 um a
partir del punto medio, se contaron las espinas dendriticas y se identificaron sus

diferentes tipos. Lo anterior se realizé a una amplificacion de 2000 aumentos en un
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microscopio 6ptico, mediante la utilizacion de un contador granulometrico para el
conteo de los diferentes tipos de espinas y el total de éstas.

Para la evaluacién de las caracteristicas del soma de las neuronas piramidales de las
capas lll y V de la corteza prefrontal dorsomedial se midieron: el area (um?), el
perimetro (um), la distancia mayor del centro del soma a la periferia (longest
dimension pm), el factor forma, el diametro esférico (um) y el volumen esférico (um?®)
mediante un Sistema Analizador de Imégenes (Perception Analysis System by
Human-Computer Interface, Cambridge, UK) con una amplificacion de 100 aumentos
(10X).

El analisis estadistico se realiz6 usando el andlisis de varianza (ANOVA), la prueba
post hoc de Tuckey, donde el valor aceptable de significancia fue menor o igual a
0.05; asi también se utilizd la correccion de Bonferroni para la evaluaciéon en la

proporcion de los diferentes tipos de espinas.
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RESULTADOS

Resultados obtenidos recientemente en el laboratorio, [118] muestran que tanto los
animales isquémicos tratados con melatonina como los tratados con vehiculo, no
presentan pérdida significativa del nUmero de neuronas piramidales de las capas lll y

V de la corteza prefrontal dorsomedial (figura 6).
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Figura 6. Poblacion de neuronas piramidales de las capas Ill y V de la corteza
prefrontal dorsomedial en un &rea de 30,000 pm? de los grupos Control, Isq+Mel e
Isq+Veh. La poblacion de neuronas piramidales no difiri6 en las diferentes

condiciones experimentales [118].

En el presente estudio se observé que el nimero de bifurcaciones dendriticas totales
de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal dorsomedial fueron
significativamente menores en el grupo Isg+Veh (11.5 + 1.13) que el grupo Control
(14.6 £ 0.77) y en el grupo Isq+Mel (14.16 £ 0.12 Media + EE); en tanto que no se

observaron difrencias significativas entre los grupos Control e Isg+Mel (figura 7 y 8).
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Las bifurcaciones dendriticas totales de las neuronas piramidales de la capa Ill (figura
7 y 8) de la corteza prefrontal dorsomedial no mostraron diferencias significativas en
las diferentes condiciones experimentales (grupo Control: 10.6 + 0.61; grupo Isg+Mel:
10.6 £ 0.20 y grupo Isq +Veh: 9 £ 0.92 Media * EE).
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Figura 7. Numero total de bifurcaciones dendriticas de las neuronas piramidales de la
capa lll y V de la corteza prefrontal dorsomedial. Puede observarse la reduccién
significativa del nimero de bifurcaciones dendriticas de las neuronas piramidales de
la capa V en el grupo Isg+Veh en comparacién con los grupos Control e Isq+Mel,
mientras que el nimero de bifurcaciones dendriticas de las neuronas piramidales de
la capa lll no difirié en las diferentes condiciones experimentales. * p< 0.05: Isq+Veh

Vs. grupo Control, + p< 0.05: Isg+Mel Vs. Isq+Veh.
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Figura 8. Microfotografias de neuronas piramidales de la corteza prefrontal
dorsomedial de las capas lll y V de los grupos Control (A, Al), isquémico tratado con
melatonina (Isq+ Mel; B, B1), isquémico tratado con vehiculo (Isq+Veh; C, C1), las
cuales muestran los diferentes formas de sus arborizaciones dendriticas. Escala = 50

um

La tabla 1 muestra los resultados de la longitud aproximada de la dendrita apical y la
longitud aproximada de dos dendritas basales de las neuronas piramidales de las
capas lll y V de la corteza prefrontal, en donde no se observaron diferencias

significativas entre las diferentes condiciones experimentales.
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Tabla 1. Longitud aproximada de la dendritica apical y longitud aproximada de dos
dendritas basales de las neuronas piramidales de las capas Ill y V de la corteza
prefrontal (Media + EE).

Control Isg+Mel Isg+Veh
Longitud dendrita apical (um) Il 202.66 +5.51  205.66 + 21.60 188 + 27.74
V 300.66+9.45 27233 +16.31 257.66 *23.29
Longitud dendrita basal 1(um) 1l 118 £ 4.75 106.33 + 7.75 91.33+13.41
V  142.66 £ 9.49 128.33+ 440 114.33+16.64
Longitud dendrita basal 2(um) 1lI 106.33 £ 4.12 98 +6.01 90.66 + 13.18

V 135.66+ 6.78 120.33+5.28 107.33+17.17

La densidad de espinas de los segmentos mediales (50 um) de una rama oblicua
proveniente de la dendrita apical y de una rama oblicua proveniente de la dendrita
basal de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal dorsomedial
fue significativamente menor en el grupo Isq+Veh (segmento dendritico apical 45.5 +
7.36; segmento dendritico basal: 41.16 + 6.79) que en el grupo Isq+Mel (segmento
dendritico apical 53.33 + 2.68; segmento dendritico basal: 51.66 + 1.94); en tanto que
los valores correspondientes a la densidad de espinas dendriticas en los grupos
Control (segmento dendritico apical: 48; 03 £ 3.08segmento dendritico basal: 46.69 +
4.01), Isg+Mel no mostraron entre si diferencias significativas (figuras 9,10 y 11). La
densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales de la capa lll de la
corteza prefrontal se ilustran en las figuras 9 y 10, sin diferencias significativas entre
los grupos experimentales (grupo Control: segmento dendritico apical: 44.16 + 4.16;
segmento dendritico basal: 41.43 * 3.29; grupo Isq+Mel: segmento dendritico apical:
37.09 £+ 2.59 segmento dendritico basal: 37.96 + 3.07; grupo Isg+Veh: segmento
dendritico apical: 30.63 = 7.34; segmento dendritico basal: 30.06 + 6.99, Media *
EE).

33



60 1

CONTROL
50 A 0 1SQ+MEL
I W 150+VEH
7]
g I
o 40 \Q T
2 1
1]
L +
Qo 3g
o
<
=
% 20 1
11|
[m]
10
O & & T T
11} \"/ 1| v 1l \")
CONTROL ISQ-MEL ISQ-VEH
GRUPOS

Figura 9. Densidad de espinas de los segmentos mediales (50um) de una rama
oblicua proveniente de la dendrita apical de neuronas piramidales de la capa lll y V
de la corteza prefrontal dorsomedial. Puede observarse la reduccion significativa de la
densidad de espinas dendriticas en el grupo Isq+Veh en comparacién con el grupo
Isg+Mel. + p< 0.05: Isq+Veh Vs Isq+Mel. Mientras que la densidad de espinas de las
neuronas piramidales de la capa Ill no difiio en las diferentes condiciones

experimentales.
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Figura 10. Densidad de espinas de los segmentos mediales (50 um) de una rama
oblicua proveniente de la dendrita basal de neuronas piramidales de la capas Illy V
de la corteza prefrontal dorsomedial. Puede observarse la reduccion significativa de la
densidad de espinas dendriticas en el grupo Isq+Veh en comparacién con el grupo
Isg+Mel. + p< 0.05: Isq+Veh Vs Isq+Mel. Mientras que la densidad de espinas de las

neuronas piramidales de la capa Ill no difro en las diferentes condiciones

experimentales.
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Figura 11. Microfotografias representativas de segmentos oblicuos provenientes de la
dendrita basal (1) y de la dendrita apical (2) de las neuronas piramidales de la capa V
de la corteza prefrontal dorsomedial correspondientes a los grupos Control (A),
Isg+Mel (B) e Isq+Veh (C). Escala = 10 pm.

La proporcion de los diferentes tipos de espinas (figuras 4 y 5) de segmentos
mediales (50 um) de una rama oblicua proveniente de la dendrita apical (figura 12) y
de una rama oblicua proveniente de la dendrita basal (figura 13) de las neuronas
piramidales de las capas Ill y V de la corteza prefrontal dorsomedial no difirieron

significativamente entre los grupos.
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Figura 12. Proporcién de los diferentes tipos de espinas de los segmentos mediales

(50um) oblicuos provenientes de las dendritas apical de las neuronas piramidales de

la capa lll y V de la corteza prefrontal dorsomedial. La proporcion de los diferentes

tipos de espinas dendriticas no difirid significativamente en las diferentes condiciones

experimentales.
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Figura 13. Proporcién de los diferentes tipos de espinas de los segmentos mediales
(50um) oblicuos provenientes de las dendritas basal de las neuronas piramidales de
la capa lll Yy V de la corteza prefrontal dorsomedial. La proporcién de los diferentes
tipos de espinas dendriticas no difirié significativamente en las diferentes condiciones

experimentales.
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La tabla 2 muestran los resultados obtenidos en las caracteristicas morfologicas del
soma de las neuronas piramidales de las capas Ill y V de la corteza prefrontal
dorsomedial, puede observarse que los parametros del tamafio del cuerpo neuronal
de las celulas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal disminuyeron
significativamente en el grupo Isg+Veh en comaparacion con los del grupo Control y

el grupo Isq+Mel.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas del soma de las neuronas piramidales de la

corteza prefrontal de las capas Ill y V (Media * EE).

Control Isq+Mel Isq+Veh
Area (um?) 1 6.26 + 0.01 5.76 + 0.49 5.05+0.29
Y, 12.45+1.13 11.98+0.66  8.18+0.24 ™"
Perimetro (um) 1] 11.52 +0.20 11.39 + 0.47 10.42 + 0.54
Y, 17.41+0.91 17.03+0.63 13.57+0.35""
Longest Dimension (um) Il 4.03 +0.06 3.83+0.27 0.57 +0.03
V 6.14 + 0.25 6.11+0.15 5.11+0.25""
Factor Forma " 0.59 £ 0.02 0.57£0.01 0.57 £0.03
Y, 0.52 + 0.02 0.52 + 0.02 0.55+0.02
Diametro esférico (um) 1] 2.83+0.04 2.68+0.11 2.50+0.07"
V 3.95+0.18 3.89+0.11 3.21£0.05 "
Volumen esférico (um®) 1] 11.88 + 0.37 10.65 + 1.35 8.91+0.76
v 33.75+ 4.64 31.48+255 17.94+0.75""

*p < 0.05, Isch+Veh Vs. Control
+p < 0.05, Isch+Veh Vs. Isch+Mel.

Aln que los valores correspondientes a las arborizaciones dendriticas, la densidad de
espinas dendriticas y la longitud de las dendrita apical y la longitud de la dendrita
basal de las neuronas piramidales de la capa Il del grupo Isq+Veh no alcanzaron un
criterio de significancia estadistica, mostraron una tendencia a ser menores que los

de los grupos Control e Isg+Mel.
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DISCUSION

La evaluacioén a largo plazo del aprendizaje y la memoria espacial, luego de isquemia
cerebral global aguda, en animales de experimentacion, muestra que esas funciones
no pueden ser realizadas cuando existe una pérdida importante de las neuronas
piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo [118]. En efecto la pérdida de
aproximadamente el 80% de las neuronas piramidales de dicha estructura como
consecuencia de la isquemia cerebral global aguda da lugar al impedimento del
aprendizaje y la memoria espacial en ratas [118]. Por el contrario el aprendizaje y la
memoria espacial con caracteristicas practicamente normales, se ha correlacionado
con la preservacion de por lo menos el 80% de las neuronas piramidales en los
distintos segmentos del cuerno de Ammon en animales isquémicos bajo tratamiento
neuroprotector con melatonina durante las horas siguientes al episodio de isquemia
[118]. Asi mismo, en estas condiciones se ha reportado que las neuronas piramidales
remanentes del cuerno de Ammon presentan ciertos ajustes de su citoarquitectura
que posiblemente favorecen la integraciéon del funcionamiento hipocampal [119].

Sin embargo, la pérdida de neuronas piramidales de las capas Il y V de la corteza
prefrontal no podria se utilizada en el presente estudio como una explicacion valida
de la deficiente ejecucién de las tareas de memoria de trabajo espacial observadas
en los animales sometidos a isquemia cerebral global aguda. En efecto la poblacion
neuronal de las neuronas piramidales ubicadas en esas estructuras no fue diferente
entre los animales control, isquémicos e isquémicos bajo tratamiento neuroprotector
con melatonina. En cambio el nimero de errores de trabajo espacial en el laberinto
radial de 8 brazos de Olton fue significativamente mayor en el grupo de animales
isquémicos tratados con vehiculo en comparacién con el grupo de animales
isquémicos tratados con melatonina y de los animales control; asi mismo el nimero
total de errores de trabajo fue significativamente mayor en el grupo isquémico tratado
con melatonina que en los animales control [118].

A este respecto, se ha descrito que no solo la lesion de la corteza prefrontal con
pérdida de neuronas vy fibras nerviosas [143, 154, 156] sino también la alteracion de
los circuitos neuronales que resulta de la reduccion de las aferencias que arriban a
las neuronas piramidales de las capas Ill y V, provenientes de otras estructuras
cerebrales, o la interferencia farmacologica con su funcionamiento afectan el
desempefio de animales de experimentacién en pruebas de memoria de trabajo
espacial [148,170,171].
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Es bien conocido que la memoria de trabajo espacial requiere de la integracion de
informacion proveniente del circuito trisinaptico del hipocampo que establece
conexiones a través del subiculum con las neuronas piramidales de la capa V de la
corteza prefrontal las cuales relevan dicha informacién hacia las neuronas
piramidales de la capa Ill como parte importante del proceso de integracion que tiene
lugar en los circuitos neuronales en la corteza prefrontal en funcion de la memoria de
trabajo espacial [153,155, 156].

Siendo las arborizaciones dendriticas y las espinas dendriticas parte importante del
sustrato neural a través del cual se establecen las conexiones entre las células
nerviosas es posible que la disminucion de las arborizaciones dendriticas y de la
densidad de las espinas dendriticas de las neuronas pirmidales de la capa V que
fueron observadas en el presente estudio como consecuencia de la isquemia cerebral
puedan ser parte de la alteracion del substrato neural que acarrea deterioro de la
memoria de trabajo espacial. En contraste estas alteraciones de la citoarquitectura no
fueron observadas en los animales intactos, en los que la ejecucion de la tarea de
memoria de trabajo espacial fue normal; como tampoco en los animales isquémicos
bajo tratamiento neuroprotector con melatonina; en los que la memaria de trabajo fue
poco alterada por la isquemia.

Por lo tanto, la disminucion de las arborizaciones dendriticas y la densidad de las
espinas dendriticas en las neuronas piramidales que forman la capa V de la corteza
prefrontal que se muestran en el presente trabajo como una consecuencia a largo
plazo de la isquemia cerebral, puede contribuir a la alteracién del sustrato neural
requerido para la integracion normal de la memoria de trabajo y la alteracion de ésta
en los sujetos isquémicos tratados con vehiculo, como fue descrito previamente. En
cambio, ni esas alteraciones de la citoarquitectura, como tampoco el impedimento de
la ejecucion de la memoria de trabajo espacial [118] fueron observadas en el grupo
Control y el grupo Isch+Mel.

Se han descrito reducciones del nimero de arborizaciones dendriticas y de la
densidad de espinas dendriticas como secuelas remanentes de diversos ajustes de la
citoarquitectura de las neuronas piramidales de la corteza sensitivo motora, luego de
isquemia cerebral global [139-141]. Estas caracteristicas citoarquiteconicas pueden
ser modificacadas por la magnitud y la extension de conexiones nerviosas
neuronales; por ello la reduccién o el incremento de las conexiones aferentes a esas
neuronas piramidales puede dar lugar a cambios a la arborizacion dendritica y a la
densidad de espinas [163, 172].
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De esta manera los cambios de la citoarquitectura de las neuronas piramidales de la
capa V en el presente estudio podrian posiblemente ser atribuidos a la reduccion de
las conexiones aferentes provenientes del hipocampo y que terminan en las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal; dado que en ausencia del tratamiento
neuroprotector con melatonina la isquemia cerebral global aguda induj6 una
reduccion de la poblacion neuronal del segmento CA1 del hipocampo del orden del
80%, en contraste con la preservacién de mas del 80% de las neuronas piramidales
de los animales isquémicos tratados con melatonina [118]; en los cuales las
arborizciones dendriticas y la densidad de espinas permanecieron similares que en
los Controles.

En el mismo sentido podrian ser consideradas los resultados de otros autores que
muestran que la pérdida de la aferencia da lugar a la reduccion del tamafio de los
cuepos neuronales [173].

En vista de lo anterior pareceria que la isquemia cerebral global aguda efectuada
mediante oclusion de los cuatro vasos en las condiciones del presente estudio no es
suficiente para producir la muerte de las neuronas piramidales de las capas lll y V de
la corteza prefrontal, consideradas como vulnerables a la isquemia [13,14, 120-126],
como ocurre con las neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo. Sin embargo la lesién de esta estructura y la pérdida consecuente de
una cantidad importante de conexiones nerviosas entre el hipocampo y la corteza
prefrontal da lugar a cambios de la citoarquitectura de las neuronas piramidales de la
capa V gue no son compatibles con la integracion normal de la memoria de trabajo
espacial.

Por otra parte la deficiencia moderada de la memoria de trabajo espacial en los
animales isquémicos bajo tratamiento neuroprotector con melatonina, en los cuales
no se observaron modificaciones del tamafio del soma, las arborizaciones dendriticas
y la densidad de espinas dendriticas podria deberse a la reduccién de las conexiones
nerviosas entre el hipocampo y la corteza prefrontal correspondiente a la pérdida de
aproximadamente el 20% de las neuronas piramidales del segmento CAl, descrito

previamente.
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CONCLUSIONES

El principal resultado del presente estudio es que las neuronas piramidales de las
capas lll y V de la corteza prefrontal que sobreviven a un episodio de isquemia
cerebral global aguda tienen caracterisiticas citoarquitectonicas semejantes a las de
los animales controles si los animales fueron sometidos al tratmiento neuroprotector
con melatonina. Sin embargo en ausencia de este tratamiento neuropretector, la
isquemia cerebral global provoca la reduccién significativa del nimero total de
arborizaciones dendriticas asi como la densidad de espinas dendriticas de las
neuronas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal que se pueden relacionar
con las alteraciones observadas en la ejecucion de las tareas de memoria de trabajo
espacial. Los resultados sugieren que la preservacion de las caracterisiticas
citoarquitectonicas de los animales sometidos a isquemia Yy tratamiento
neuroprotector con melatonina, asi como las alteraciones citoarquitectonicas
descritas en los animales sometidos a isquemia sin tratamiento neuroprotector
dependen principalemte de que se mantenga en el primer caso o de que se pierdan
en el segundo caso las conexiones aferentes que provienen de las neuronas
piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo hacia las neuronas piramidales de
la capa V de la corteza prefrontal.

Estos resultados permiten destacar la eficacia del tratamiento neuroprotector con
melatonina para contrarrestar los mecanismos fisiopatoldgicos inducidos por la
isquemia que de otra manera darian lugar a largo plazo al deterioro de la estructura y
la funcién de regiones cerebrales vulnerables a la isquemia; permitiendo asi mismo la
preservacion de caracteristicas citoarquitectonicas compatibles con la integracion de

la memoria de trabajo espacial en la corteza prefrotnal.
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