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RESUMEN

La isquemia cerebral global aguda es una alteracion cerebrovascular
originada por la interrupcion o la reduccion transitoria del flujo sanguineo cerebral
(<10ml/100g/min), que da lugar a una secuencia de fendmenos fisiopatolégicos
gue culminan con la muerte de neuronas vulnerables en estructuras cerebrales
especificas y las consiguientes alteraciones funcionales que dependen de la
integridad de dichas estructuras.

Diversos estudios en nuestro laboratorio han mostrado el efecto
neuroprotector de la melatonina contra el dafio cerebral provocado por la ICGA.
Asi, la preservacion a largo plazo de al menos el 80% de la poblacion de células
piramidales del hipocampo y de la corteza prefrontal, junto con modificaciones de
la citoarquitectura de las neuronas remanentes (incremento de arborizaciones
dendriticas y cambios en el tamafio y proporciones de los diferentes tipos de
espinas dendriticas) que podrian sustentar la reorganizacion del sustrato neural
para el funcionamiento de dichas estructuras, se han relacionado con la
preservacion de las funciones cognoscitivas dependientes del hipocampo
(aprendizaje y memoria espacial). Asimismo, se conoce que el ritmo theta
hipocampal (4-12 Hz) es un correlato electrofisiologico de la eficiencia de las
funciones cognoscitivas dependientes del hipocampo. El objetivo del trabajo es
evaluar las caracteristicas del ritmo theta del hipocampo y su relacion con el
aprendizaje y la memoria espacial en animales de experimentacion sometidos a
isquemia cerebral global aguda y tratamiento neuroprotector con melatonina. La
parte experimental consistié de dos fases. Primera fase. Las ratas se sometieron a
un periodo de 15 minutos de isquemia cerebral global aguda mediante la oclusién
de los cuatro vasos 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
remociéon de los clips de las arterias carétidas o administracion del vehiculo de
melatonina (solucién 10% de etanol en NaCl 0.9% iv), 3.0 ml/kg/h por un periodo
de 6 h, a partir de los 30 min luego de la remocién de los clips de las arterias
carotidas. Segunda fase. Tres meses posteriores a la isquemia cerebral global
aguda, bajo anestesia general y mediante técnicas esterotaxicas, a cada animal,
se le implanté a permanencia un electrodo bipolar concéntrico en la region CAl
del hipocampo, diez dias después los animales fueron sometidos a pruebas de
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris, donde
simultdneamente se registro la actividad theta hipocampal. La potencia absoluta y
la potencia relativa de las bandas del ritmo theta de baja frecuencia (4-6.5 Hz), alta
frecuencia (6.5-9.5 Hz) y maxima frecuencia (9.5-12.0 Hz) se analizaron a manera
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comparativa en diferentes etapas de ejecucion de las tareas de aprendizaje y
memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris (atento quieto, busqueda de la
plataforma y localizacion de la plataforma). Se hizo un analisis de correlacion de
los parametros de evaluacion de la actividad theta y la ejecucion conductual de
aprendizaje y memoria espacial. Los resultados muestran una diferencia en la
ejecucion de la prueba evaluada mediante la latencia de escape, distancia de
nado y velocidad de nado, donde los animales del grupo INTACTO e ISQ-MEL
fueron mas eficientes a comparacion de los animales del grupo ISQ-VEH. En tanto
en la evaluacion de la actividad theta el analisis cualitativo de la potencia absoluta,
muestra una clara diferencia entre los grupos. El grupo ISQ-MEL mantiene la
amplitud y frecuencia similar a los animales del grupo INTACTO, por el contrario
en los animales del grupo ISQ-VEH se observa una reduccién en la amplitud y
frecuencia de la actividad theta en comparacion con los otros dos grupos
experimentales. Mientras en la potencia relativa cada grupo de animales muestra
caracteristicas diferentes en la etapa de busqueda, en donde cabe destacar que
los animales del grupo ISQ-MEL tuvieron una separacion entre las bandas de baja
y alta frecuencia desde el primer dia de entrenamiento a comparacion de los otros
dos grupos experimentales y en donde en el grupo ISQ-VEH Unicamente se
observa en dos dias.

Por todo ello el presente estudio permite diferenciar en grupos de animales
sometidos a un episodio de isquemia cerebral global aguda y tratamiento
neuroprotector con melatonina de manera inmediata de aquellos carentes del
tratamiento, confirmado por la ejecucion de la prueba y la presencia de actividad
theta con las caracteristicas propias del desarrollo de procesos de aprendizaje y
memoria espacial.
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INTRODUCCION

Con el rapido cambio de las caracteristicas de la piramide poblacional a
expensas principalmente del incremento del nimero de personas que superan los
65 afos de edad, se han observado un mayor riesgo de ocurrencia de accidentes
cerebrovasculares (ACV). De acuerdo con datos estadisticos los ACV son una de
las principales causas de muerte y discapacidad severa a largo plazo [1]. A pesar
de los avances en el conocimiento de la fisiopatologia del ACV y de sus factores
de riesgo, estadisticas provenientes de paises desarrollados muestran que la

incidencia se mantiene constante [2-4].

Los ACV en sus modalidades de infarto o hemorragia cerebral, han sido
considerados como la primera causa de incapacidad permanente en adultos y la
tercera causa de muerte en los paises desarrollados [5]. Aproximadamente el 30%
de los pacientes que sobreviven luego de haber sufrido un infarto cerebral quedan
con secuelas usualmente graves y permanentes. En el afio 2008 el Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) registro 539 530 defunciones en
México de las cuales el 5.6% se debieron a ACV. A nivel nacional, los ACV ocupa

la cuarta causa de muerte en mujeres y la sexta en hombres [6].
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ISQUEMIA CEREBRAL

El cerebro es extremadamente vulnerable a las alteraciones de flujo
sanguineo, en condiciones normales utiliza glucosa y oxigeno que deben ser
suministrados de manera continua a través del flujo sanguineo de las arterias
carotidas y vertebrales (50 - 60ml/100g/min), como sustratos para la sintesis de
ATP necesario para el funcionamiento celular. La isquemia cerebral es una
alteracion cerebrovascular que se origina por la reduccién del flujo sanguineo
cerebral (FSC) a valores inferiores de 10 ml/100g/min de tejido, con la
consiguiente reduccion del aporte de oxigeno y glucosa al cerebro [7].

La supresion total o la reduccion del flujo sanguineo a todo el cerebro
durante la isquemia cerebral global se asocia generalmente con eventos tales
como paro cardiorespiratorio 0 hipotension severa, resultando en una
hipoperfusion del érgano entero. EI encéfalo es extremadamente sensible a esta
condicion. Solo bastan cinco a seis segundos de interrupcién del flujo sanguineo
para que el sujeto pierda la conciencia. La mayoria de las muertes son
consecuencia del dafio neuronal. Por otro lado, de aquellos que sobreviven, 40 a
50% padeceran dafios permanentes en funciones cognitivas tales como memoria,
atencién y funciones ejecutivas [8]. Por otra parte, la isquemia cerebral focal es
aguella que ocurre por la oclusién de alguna arteria cerebral y como consecuencia
la falla del aporte sanguineo afecta solamente a la regién del cerebro, que en

condiciones normales seria irrigada por la arteria afectada [8-9].
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VULNERABILIDAD NEURONAL SELECTIVA

Las caracteristicas de dafio neuronal provocado por un periodo de isquemia
cerebral global aguda muestran diferencias, de acuerdo a las estructuras

cerebrales afectadas y la duracion del episodio de isquemia.

La vulnerabilidad neuronal selectiva se refiere a una sensibilidad
heterogénea de las diferentes regiones cerebrales a breves episodios de isquemia
(Figura 1). Este dafio provocado por la isquemia da lugar a su vez a la alteracion
de aquellas funciones cerebrales cuya integracion depende de las estructuras

lesionadas [8-10] .

RTEX

R : o (o PUTAMEN

Figura 1. Zonas selectivamente vulnerables del cerebro de rata. Degeneracion
neuronal tras un paro cardiaco se observa especialmente en la regién de la CAl del
hipocampo, el nacleo talamico reticular (NRT), el putamen, y distintas capas de la corteza.
Las neuronas del hipocampo son visualizados por tincion de Nissl [8].
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En modelos experimentales de isquemia cerebral global aguda (ICGA), se
ha identificado una progresion de la magnitud de la lesién en las células del
hipocampo varios dias después de la normalizacion del FSC. Esto se conoce
como fenémeno de “maduracion” del dafio cerebral y expresa la existencia de
procesos lesivos inducidos por la isquemia que se mantienen activos no obstante
que la reperfusion cerebral haya sido establecida e inclusive son favorecidos por la

misma [11].

ALTERACIONES CELULARES Y MOLECULARES DURANTE LA ISQUEMIA

CEREBRAL

El cerebro representa del 2-3 % del peso corporal total; sin embargo recibe
15% del gasto cardiaco, consume 20% de oxigeno y gasta 25% de la glucosa del
organismo, para mantener su integridad morfolégica y funcional. Esto se debe
principalmente a la necesidad del suministro constante de oxigeno y glucosa, dos
sustratos metabolicos para los que el cerebro tiene baja capacidad de reserva
[12]. La interrupcion repentina del suministro de ambos al cerebro da lugar a un
electroencefalograma isoeléctrico en el término de pocos segundos y a una
disminucién importante del contenido de ATP en los primeros minutos. La
consecuencia de esta falla energética inicial conduce finalmente a alteraciones

celulares complejas que pueden provocar la muerte neuronal [9].
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El mantenimiento de la homeostasis idnica de la neurona requiere del
aporte constante de energia por lo que el resultado de la isquemia es la alteracion
inmediata de los gradientes idnicos intra y extra celulares dado que la falla
energética provoca la interrupcion del funcionamiento de los procesos
membranales de transporte activo que generan y mantienen los gradientes ionicos
con el consiguiente desplazamiento masivo de Na* y Ca®" hacia el citoplasma

neuronal y la despolarizacion andxica [12].

Estos cambios iGnicos y eléctricos inducen a su vez, la activacion de otros
procesos celulares “perpetradores” del dafo neuronal, capaces de producir
alteraciones irreversibles en diversas macromoléculas. Los fendmenos
“perpetradores” del dafio, entre los que se incluyen a la activacion de proteasas,
fosfolipasas y endonucleasas dependientes de la concentracion intracelular de
Ca?" anormalmente elevado asi como la produccion y acumulacién excesivas de
radicales libres, tienen gran importancia como determinantes de dafio y muerte

celular [7, 13].

Diversas alteraciones celulares secundarias a la isquemia ocurren después
de que el flujo sanguineo cerebral se ha restablecido y paradéjicamente amplifican
el dafo de las estructuras nerviosas. Asi, fenomenos tales como edema tisular,
vasoespasmo, edema intracelular, diversas alteraciones adicionales a la
homeostasis del calcio intracelular e intramitocondrial, alteraciones metabdlicas y

liberacion de radicales libres, constituyen mecanismos celulares del “dafio por
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reperfusion” que contribuyen al resultado final del dafio neuroldgico provocado por

la isquemia [14-15].

La falla de energia también resulta en la pérdida del control de la
homeostasis del ion hidrogeno. La regulacion intracelular del pH es dependiente
de energia y participa un transportador tipo “antiporte” que intercambia con iones
Na’. La pérdida de la homeostasis del ion Na* serviria para promover la acidosis
intracelular. Esta acidosis puede inhibir varias enzimas, aumentar el edema y

promover la formacion de radicales libres [9].

La isquemia cerebral da lugar a diversas alteraciones celulares que ocurren
“en cascada” una vez iniciado el proceso de dano, progresan gradualmente con el
transcurso del tiempo y culminan en forma de dafio neuronal irreversible [9, 13,

16].

Excitotoxicidad

La despolarizacion andxica de la membrana neuronal da lugar a la apertura
de canales de Ca*" dependientes de voltaje, al incremento adicional de la
concentracion intracelular de este ion y a la activacion de mecanismos de
liberacion de glutamato. Ademas, se interfiere con la recaptura de glutamato lo
que resulta en la acumulacion anormal de este neurotransmisor en la sinapsis y la
activacion excesiva de sus receptores ionotropicos NMDA (N-metil-D-aspartato),

AMPA (4cido a amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) o Kainato. La
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activacion sostenida de estos receptores da lugar a un incremento de la
concentracion intraneuronal de Na*y Ca®*, lo que conduce a la despolarizacién
membranal y apertura de canales de Ca®' operados por voltaje, asi como a
procesos fisiopatoldgicos de dafio y muerte neuronal cuya activacion depende del

incremento anormal de la concentracién intracelular de Ca®* [7, 16-17].

Papel del Ca** en el dafio celular por isquemia

La presencia intracelular del ion Ca®" regula diversas funciones
intracelulares. El gradiente de concentracién del Ca®* extracelular con respecto a
su concentracion intracelular en condiciones normales es de 10 000:1. Se requiere
un considerable gasto de energia para mantener dicha homeostasis. El ingreso
masivo de calcio da lugar a multiples fenédmenos celulares conducentes al dafio
neuronal. Este es el caso de la activacion de varias enzimas y la alteracion del

funcionamiento mitocondrial [9].

Entre los fenébmenos celulares de dafio dependientes del incremento
anormal de Ca** se consideran relevantes la activacién de la fosfolipasa A, y la
fosfolipasa C-B, que producen la degradacion de los fosfolipidos de membrana
celular, liberacion de acidos grasos libres como el araquidonico y destruccion de
los elementos estructurales de la célula, la activacion de calpainas, la activacion
de la proteina cinasa Il calcio calmodulina (CaMKIll), la activacion de

endonucleasas dependientes de Ca*/Mg?*, activa oxidasas lo que degrada
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purinas enddgenas y produce H,O,, promueve la sintesis de oxido nitrico y dafa

las mitocondrias por lo que se disminuye la sintesis de ATP [7].

Se ha propuesto que la alteracién de la homeostasis del Ca*", con el
aumento de su concentracion en el citoplasma celular, es el principal mecanismo

de muerte celular [12].

Radicales libres

En condiciones normales, la reduccion gradual del O, ocurre a través de
varios metabolitos intermediarios: anién superoxido (O,"-), perdxido de hidrogeno
(H20,) y radical oxidrilo (OH’) denominados especies reactivas de oxigeno (ROS).
Esta reaccion procesa el O, gue ingresa a la mitocondria hasta la formaciéon de
agua, excepto una fraccion del orden del 1-2 % del oxigeno que se transforman en
ROS, los cuales parecen ser parte de las sefales involucradas en el control del

balance de los procesos celulares de 6xido-reduccién [18-19].

Los radicales libres forman parte importante de los mecanismos
fisiopatolégicos de dafio cerebral en condiciones de isquemia/reperfusién. 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 metabolico mitocondrial del oxigeno y
llevar a la activacion de reacciones enzimaticas generadoras de ROS. Tal es el

caso de la enzima xantina deshidrogenasa que en ausencia de oxigeno se
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estimula su forma de xantina oxidasa. La produccion excesiva de radicales libres
rebasa la capacidad de los mecanismos celulares antioxidantes y deja expuestos
diversos constituyentes de la célula, (proteinas, lipidos, acidos nucleidos) a las

acciones citotoxicas de ROS [20-21].

La participacion de los radicales libres, derivados tanto de oxigeno como de
nitrégeno (RNS) en procesos de dafio por isquemia en el sistema nervioso central

ha sido extensamente estudiada [14].

Disfuncién mitocondrial

La fosforilacion oxidativa que se lleva a cabo en la mitocondria, 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-IV) 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 fosforilacién oxidativa (sintesis de ATP) por el

complejo V (ATP Sintasa) [18].

En condiciones normales el calcio citoplasmatico entra a la mitocondria
mediante un sistema de transporte unidireccional, favorecido por el potencial de
membrana negativo de la mitocondria, sin embrago en condiciones de isquemia-

reperfusion el incremento anormal de Ca?* en la matriz mitocondrial da por
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resultado despolarizacion de la membrana mitocondrial, inhibicion de la
fosforilacion oxidativa y de la sintesis de ATP, e incremento de lo producciéon de

ROS [18].

La disminucion de la sintesis de ATP resultante de la disfuncion
mitocondrial inducida por la isquemia interfiere con la operacién de aquellos
sistemas de transporte activo de Ca2+ dependientes de ATP intensificando la
acumulacion de Ca2+ y propiciando el dafio y la muerte celular a través de
mecanismos dependientes de Ca2+. Se ha considerado que la integridad
estructural y funcional de la mitocondria como factores de 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 fisiol6gicas cerebrales [18,

20].

Apoptosis

Las causas de muerte celular posterior a isquemia pueden ser por
mecanismos de 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
disfuncion mitocondrial origina las sefiales intracelulares para apoptosis mientras

qgue las sefiales extracelulares involucran la activacion de la familia de receptores
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del factor de necrosis tumoral (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 liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria y la
activacion de la procaspasa 9. A partir de este punto, se activa una serie de
caspasas en cascada, que culmina con la caspasa 3 efectora. Esta ultima, activa
enzimas que degradan el ADN (endonucleasas), llevando por ultimo a muerte

celular [7].

NEUROPROTECCION

Conforme se han acumulado las evidencias acerca de las caracteristicas y
el curso temporal de los procesos fisiopatoldgicos celulares, inducidos por la
isquemia, que dan lugar a la muerte de las neuronas vulnerables, por necrosis y/o
apoptosis, al dafio irreversible de estructuras cerebrales y a las alteraciones
funcionales correspondientes, se ha consolidado la propuesta de la existencia de
una “ventana de oportunidad terapéutica” muy importante para las posibilidades de

éxito de los procedimientos de neuroproteccion [22-23].
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En estos se incluyen procedimientos farmacolégicos y no farmacoldgicos
capaces de prevenir o reducir el dafio resultante de la exposicion de las células
nerviosas que forman parte del SNC a condiciones tales como la isquemia, el
traumatismo craneoencefalico o la hemorragia [24]; condiciones que en los seres
humanos dan lugar de manera inmediata 0 en muy corto tiempo a lesiones

neurolégicas permanentes, de naturaleza y magnitud diversas.

En efecto, en procesos fisiopatoldgicos agudos, como la isquemia cerebral
global o focal, el trauma o las hemorragias cerebrales, la “ventana de oportunidad
terapéutica”, es un periodo (usualmente de unas cuantas horas) comprendido
desde el inicio de la exposicidon de las estructuras del SNC a estas condiciones y
el establecimiento de daflo neuronal irreversible que antecede de manera
inmediata a la muerte neuronal; e incluye el tiempo durante el cual se
desencadenan y permanecen activos diversos mecanismos celulares conducentes
a la muerte neuronal [12, 25-26]. Cada uno de estos puede adquirir en un
momento dado diferente relevancia por su naturaleza y por su curso temporal en
funcién de su capacidad para dar lugar al dafio neuronal inmediato (minutos a
horas), mediano (horas a dias) o tardio (dias a semanas); asi como en funcién de
la posibilidad de ser contrarrestados mediante procedimientos neuroprotectores

con la consiguiente reduccién del dafio neuronal correspondiente [24, 27].

De ahi la sustentacion de las propuestas para ensayos clinicos de

neuroproteccion basados en la administracion de diferentes farmacos [28-29].
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ANTECEDENTES

MELATONINA: SINTESIS, MECANISMO DE ACCION Y EFECTO
NEUROPROTECTOR

Diversas investigaciones han abordado el estudio de los efectos
neuroprotectores de la melatonina contra el dafio neuronal producido por isquemia
cerebral global o focal en estructuras cerebrales vulnerables, principalmente a

través de la evaluacion de parametros morfologicos y funcionales [30-31].

La melatonina se ha propuesto como un neuroprotector eficiente para
reducir el dafio neuronal en condiciones de isquemia reperfusion. La melatonina
(N-acetil-5-metoxi-triptamina) es sintetizada principalmente en la glandula pineal y
tiene un patron circadico de secrecion estrechamente relacionado con los ciclos de
luz/oscuridad (Figura 2). Esta hormona se secreta principalmente durante la noche
favoreciendo el suefio. Una vez sintetizada la melatonina, no se almacena en la
glandula pineal, se difunde hacia los capilares sanguineos Yy liquido
cefalorraquideo. Esta relacionada con la regulaciéon de los ciclos diales y anuales
de todos los tejidos por lo que es considerada el marcapaso cronoldgico. La
sintesis de melatonina ocurre en otras areas del organismo, incluyendo la retina,
tracto gastrointestinal, piel, medula 6sea y linfocitos. La secrecién de melatonina
esta sincronizada con el ciclo de luz/obscuridad, alcanzando una concentracion
plasmatica maxima en la noche en sujetos joévenes de 200 pg/ml y una

concentracion plasmatica minima en el dia de 10 pg/ml [32].
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Diversas acciones de la melatonina estan mediadas por los receptores de
membrana acoplados a proteina G, MT; MT, y MT3 asi como a receptores
nucleares de la familia del acido retinoico, RORa, RORa2 y RZRp, la melatonina
también presenta afinidad por calmodulina. Algunas actividades antioxidantes de
la melatonina como la neutralizacion directa de radicales libres y reacciones de
intercambio de electrones en la cadena respiratoria de la mitocondria, no estan

mediadas por receptor [33].

La melatonina, se destaca por su actividad antioxidante neutralizando
principalmente radicales oxidrilo. Traspasa facilmente las membranas celulares y
la barrera hematoencefalica lo que favorece su efecto protector ante el dafio
ocasionado en el SNC por estrés oxidativo. La melatonina es un atrapador directo
de radicales derivados de oxigeno y limita la formacién del radical peroxinitrito por
inhibicién de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS) en tejido nervioso [34-38]. La
molécula de la melatonina posee un anillo indol aromatico rico en electrones lo
cual le facilita su funcion de donadora de electrones, reduciendo aquellas
moléculas que actian como radicales libres. La melatonina difiere de otros
antioxidantes en dos aspectos importantes. La melatonina no pasa por un
reciclado redox, es decir al oxidarse no se regenera en su forma reducida, debido
a que forma intermediarios estables al reaccionar con los radicales libres,
formando un antioxidante terminal. Por otro lado su accion antioxidante se debe a
la donacion de un par de electrones, evitando que se convierta en un radical libre

en el proceso. La melatonina es un antioxidante mas potente que otras moléculas.
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En comparacion con la vitamina E es doblemente capaz de proteger las
membranas de la peroxidacion de lipidos. Es cinco veces mas potente que el GSH
en atrapar radicales hidroxilo y sesenta veces mayor su capacidad antioxidante
que la vitamina C y E respecto a la protecciéon del DNA. Adicionalmente, varios
metabolitos derivados de la interaccion de la melatonina con radicales libres,
incluyendo N1-acetil-N2 formil-5-methoxikinuramina (AFMK) y N1l-acetil-5-
methoxikinuramina (AMK), son eficientes atrapadores de radicales libres. La
melatonina también estimula la actividad de enzimas antioxidantes como glutation
peroxidasa (GSH), superéxido dismutasa (SOD) y catalasa [35-36, 39]. Debido a
la baja concentracidon de sistemas antioxidantes en el SNC en relacién al resto del

organismo la capacidad antioxidante de la melatonina es muy importante [38].

k‘N/""

Figura 2. Estructura molecular de N-acetil-5-metoxi-triptamina (melatonina)
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Diversos esquemas de tratamiento de isquemia cerebral han utilizado dosis
Gnicas o multiples de melatonina en modelos experimentales en las modalidades
de isquemia focal o global. En estudios de isquemia cerebral global aguda (ICGA),
los parametros para la estimacion del efecto neuroprotector de la melatonina se
han enfocado hacia el estudio de las poblaciones neuronales mas vulnerables, asi
como funciones neurologicas, conductuales y cognitivas directamente
relacionadas con dichas poblaciones [39]. Asi en un modelo de isquemia cerebral
global aguda provocada mediante paro cardiorespiratorio en gato y tratado con
melatonina 10 mg/Kg/ hora administrada por via intravenosa por 6 horas se mostré
una menor deficiencia neuroldgica asi como una preservacion de la poblacion de
las neuronas piramidales del cuerno de Ammoén del hipocampo evaluados ambos

parametros a corto plazo (8 dias) de ocasionar el paro cardiorespiratorio [40].

En un modelo de isquemia cerebral global aguda en ratas mediante la
oclusion de los 4 vasos, y la administracion intravenosa de melatonina 30 minutos
después de la isquemia y durante las siguientes 6 horas, el efecto del tratamiento
se evalu6 a largo plazo (mas de 3 meses ) de acuerdo a lo recomendado por
STAIR [41]. Se evalud el aprendizaje espacial mediante el laberinto acuatico de
Morris [42], asi como la memoria de trabajo en el laberinto de ocho brazos de
Olton [43], noventa dias después de la isquemia, se examinaron las neuronas
piramidales de cuerno de Ammon del hipocampo y de las capas Ill y V de la
corteza prefrontal medial después de 120 dias del dafio por isquemia cerebral

global aguda, una vez concluidas las pruebas conductuales. En los animales
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tratados con vehiculo, la isquemia cerebral global aguda caus6 un retraso
significativo en la adquisicion de la memoria de trabajo y en el aprendizaje
espacial y una disminucion en el nimero de neuronas piramidales en el Cuerno de
Ammon del hipocampo. En el grupo de los animales tratados con melatonina, se
previno la perdida de neuronas piramidales en la regidon CA1 del hipocampo y se
conservo el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo [44]. Las neuronas
piramidales remanentes de los animales tratados con melatonina mostraron una
citoarquitectura diferente a los animales intactos, con dendritas menos ramificadas
[45]. Por otro lado, la evaluacion a largo plazo de las caracteristicas
citoarquitectonicas de las neuronas piramidales de la corteza prefrontal, mostré
una menor densidad de espinas dendriticas, con el predominio de espinas en
forma de hongo y delgadas en el grupo de animales tratados con melatonina
respecto al grupo de animales control intactos [46]. En conjunto, los resultados
evaluados a corto y largo plazo, en nuestro equipo de laboratorio sugieren que la
melatonina puede contrarrestar el dafio causado por la isquemia mediante la
preservacion de células piramidales del hipocampo y en cierto grado la
citoarquitectura de las mismas. Asimismo se conservo el aprendizaje espacial y
memoria de trabajo funciones dependientes de la integridad de estas estructuras

cerebrales en los animales isquémicos tratados con melatonina.
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APRENDIZAJE Y MEMORIA E HIPOCAMPO

El aprendizaje y la memoria son el medio principal de adaptacion de los
seres vivos a las modificaciones de su medio ambiente [47-48]. El Aprendizaje es
el proceso mediante el cual se adquieren nuevos conocimientos acerca del mundo
qgue nos rodea. Es el medio mas importante en que los sucesos ambientales
modelan la conducta [49-52]; de esta manera las experiencias producen cambios
en el sistema nervioso central (SNC), que pueden ser duraderos, y se manifiestan
en el comportamiento de los organismos [47]. La memoria, es el proceso a través
del cual, la informacion aprendida es almacenada y posteriormente recuperada
[50, 52], es la capacidad de retener y de evocar eventos del pasado, mediante
procesos de almacenamiento y recuperacion de informacién, que ocurren en el
SNC [53]. La memoria tiene tres fases temporales: una memoria inmediata,
relacionada con los registros sensoriales; en respuesta a estimulos internos
(sensaciones, emociones, pensamientos) y externos (visuales, espaciales,
motores); una memoria a corto plazo o mediata, es decir, la informacion
almacenada inicialmente de forma labil y transitoria y que puede convertirse en
una memoria de larga duracion, también llamada memoria diferida [53]. La
memoria a corto plazo o retencién consciente de una informacién durante un
tiempo breve se basa en cambios efimeros, eléctricos o moleculares, en las redes
neuronales implicadas; en tanto que la memoria a largo plazo est4 basada en

cambios estructurales persistentes, como por ejemplo, la formacion de nuevas
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espinas dendriticas [52]. Si no se consolida la memoria, la informacion se pierde
[48].

El establecimiento de la memoria esta integrado por tres procesos basicos:
(1) codificacion de la informacién; (2) almacenamiento de la informacién, y (3)
evocacion o recuperacion de la informacion. La memoria se ha clasificado también
con respecto a si su adquisicion y recuerdo involucran la conciencia del individuo
en: memoria implicita (Ml) y memoria explicita (ME). La MI, también llamada
memoria de procedimiento, es la informacién que nos permite ejercer habitos
cognoscitivos y motores. Se adquiere gradualmente y se perfecciona con la
practica. Se manifiesta en forma inconsciente y es dificil de explicar con palabras o
mediante la escritura [47, 53]. La ME, es el almacenamiento de conceptos
referidos a objetos (memoria semantica) y a eventos (memoria episddica), se
adquiere en uno 0 en pocos ensayos, y puede expresarse en situaciones y modos
diferentes a los del aprendizaje original, se manifiesta conscientemente y es facil
de declarar verbalmente o por escrito. Este tipo de memoria, resulta del
aprendizaje de relacion, que consiste en analizar, comparar y contrastar diferentes
tipos de informacion [47, 53]. El procesamiento de éste tipo de informacion esta

relacionado con el hipocampo [54-55].

Todas las alteraciones cerebrovasculares, cambios bioquimicos, fisiologicos
y estructurales, provocadas a las neuronas debido a la cascada isquémica dan
como resultado un dafo a diversas estructuras cerebrales en particular se destaca

el hipocampo, una de las estructuras mas afectadas por dicho dafio [56].
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La formacion hipocampal es una estructura cerebral bilateral, subcortical
presente en todos los mamiferos, compuesta de seis regiones citoarquitectonicas
distintas que incluyen el giro dentado, el hipocampo, subiculo, presubiculo,

parasubiculo y corteza entorrinal [50].

El hipocampo también es conocido como Cornu Ammonis (CA) de acuerdo
a la nomenclatura anatomica antigua. La terminologia del cuerno de Ammédn
origina la denominacion de las tres regiones en que se divide el hipocampo: CAL,
CA2, CAS, distinguibles por el tamafo y apariencia de sus neuronas. El 90% de
las neuronas presentes en las regiones del cuerno de Ammoén son de tipo
piramidal, de caracter glutamatergico y a su vez se dividen en diferentes estratos
empezando por la zona cerca de la superficie (alveus, estrato oriens, estrato
piramidal, estrato radiado y estrato lacunoso molecular) [50], el giro dentado
consiste en tres capas: la capa de células granulares, capa molecular y la capa de
células polimérficas (llamada region hilar o hillus), todas estas células son de
naturaleza (Figura 3). Toda la informacién que llega al hipocampo lo hace via las
cortezas perirrinal 'y entorrinal (cortezas de asociacién); areas corticales

anatdmicamente inmediatas al hipocampo en el I6bulo temporal.
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GIRO DENTADO CA3 CAl

Figura 3. Organizacién basica del hipocampo. Se muestran esquematicamente los
tipos celulares del giro dentado y el hipocampo [57].

Esta estructura cerebral recibe informacién procedente de todas las areas
asociativas corticales a través de la via perforante originada en la corteza
entorrinal, que utiliza glutamato como principal neurotransmisor. La via perforante
proveniente de la corteza entorrinal hace sinapsis con las células granulares del
giro dentado (GD). Las células granulares, a su vez proyectan un haz de fibras
llamadas musgosas hacia las células piramidales de la region CA3. La base del
soma de las células piramidales de CA3 da origen al axén el cual se bifurca en
una rama colateral de Schaeffer que hace sinapsis con las células piramidales de
la region CAL1 del hipocampo y otra rama que, después de cursar por el estrato

oriens pasa al fornix que constituye la principal via eferente del hipocampo [58].
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El hipocampo es una estructura esencial para los procesos de aprendizaje y
memoria en aves y mamiferos. La lesion del hipocampo, asi como cualquiera de

sus aferentes principales produce deficiencia cognoscitiva [59].

Los resultados de diversos estudios en animales de experimentacion y en
pacientes han mostrado la participaciéon del hipocampo en los procesos de
memoria y aprendizaje. En conjunto con la neocorteza el hipocampo es una
estructura clave en la fijacion de los trazos de memoria y la seleccion de
informacion. Las diferentes regiones del hipocampo se involucran en el desarrollo
de procesos de adquisicion y consolidacion de memoria, con la participacion de

diferentes sistemas de neurotransmision [50].

Los trastornos cognitivos son fenbmenos complejos que alteran muchas
estructuras cerebrales asociadas entre ellas con funciones mentales. En
condiciones experimentales en varias especies de animales, una isquemia
cerebral cronica moderada da como resultado una alteracion en la memoria de
trabajo y aprendizaje espacial que pueden ser evaluadas mediante pruebas
conductuales. Por ejemplo para la evaluacion de la memoria espacial en roedores
en el laboratorio se emplea el laberinto acuatico de Morris. Las alteraciones
conductuales estan invariablemente acompafnadas por cambios
neurodegenerativos en las regiones de CAl-hillus y el giro dentado del hipocampo

[50].

La muerte de las células del hipocampo es consecuencia de una serie de

procesos fisiopatoldgicos iniciados a partir de la supresion temporal del flujo
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sanguineo cerebral. Aunque se alteran diferentes estructuras cerebrales, la
elevada vulnerabilidad del hipocampo se correlaciona directamente con la

severidad de las alteraciones cognitivas [60].

Los pacientes que sobreviven a un infarto cardiaco se mantienen
inconscientes inmediatamente después de la resucitacion y por algunas horas. El
prondstico de recuperacion es menor si el paciente prolonga su estado comatoso

por mas tiempo [61].

En un estudio en pacientes sobrevivientes a un paro cardiorespiratorio se
mostré la presencia de secuelas neuropsicologicas severas. Las deficiencias
cognitivas que se presentaron de forma moderada o severa consistieron en
dispraxias, amnesia, desordenes de atencién y depresién severa y en algunos

casos derivaron en demencia [62-63].

Cuando existe un dafio cerebral, la alteracion de las funciones nerviosas
superiores cubren un espectro muy amplio donde el paciente puede verse
afectado en cuatro grandes funciones: cognitivas o0 neuropsicolégicas, de la

comunicacién y expresion, fisicas y actividades de la vida diaria [64-65].
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ACTIVIDAD THETA E HIPOCAMPO

La actividad electroencefalografia es generada por la actividad conjunta de
millones de neuronas corticales influenciadas por la interrelacién de la actividad
entre regiones corticales y subcorticales. Se pude definir la actividad
electroencefalografica como las oscilaciones de voltaje originadas por las
corrientes idnicas intra y extraneuronales en una gran poblacion de células
dispuestas en forma radial a la superficie, que se activan sincrénicamente. Las
corrientes ionicas estan dadas principalmente por los potenciales postsinapticos,
tanto excitatorios como inhibitorios. El registro y andlisis de la actividad
electroencefalografia han sido usados durante muchos afios como una
herramienta que permite examinar la funcionalidad cerebral en relacién con
diferentes estados fisiolégicos, manipulaciones hormonales y farmacoldgicas o

ante la resolucion de diferentes tipos de tareas [66].

Estudios electrofisioldgicos y de electroencefalograma (EEG) han mostrado
que predomina cierto tipo de actividad eléctrica segun el tipo de conducta que esté
realizando el individuo y el sustrato anatémico que lo sustenta. En el hipocampo
se origina y predomina la actividad theta, con una amplitud de 1-2 mV y un patron
sinusoidal de actividad ritmica lenta que oscila entre 4 y 12 Hz, y es uno de los
ritmos cerebrales mas ampliamente estudiados. La actividad ritmica theta ha sido
asociada con el desempefio cognitivo en las personas, la navegacion espacial y

tareas de aprendizaje y memoria en ratas [67-68].
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La actividad theta muestra una clara relacion con la conducta de los
individuos y la descarga neuronal entre y a través de varias regiones del
hipocampo donde la probabilidad de descarga tanto de las células piramidales
como de las interneuronas esta modulada por la fase del ritmo theta [69].

En los roedores, la memoria espacial es particularmente sensible a las
lesiones de la formacion hipocampal [70]. Ademas la actividad theta se presenta
durante conductas asociadas con la adquisicion de informacion ambiental [55], es
por ello que se ha propuesto que la actividad theta podria estar reflejando el
procesamiento de informacion por parte del hipocampo, y estar relacionada con
los procesos de aprendizaje y memoria organizados por esta estructura cerebral

[71].

La actividad theta es producida por corrientes inducidas sinapticamente
tanto en las células piramidales como en las granulares dentadas, originadas por

las descargas ritmicas de sus aferentes [72].

La actividad theta ademas de originarse en el hipocampo se origina en
varias estructuras subcorticales, como lo es el nucleo supramamilar (SuM) vy la
banda diagonal de Broca (MS/DBB) que actian como marcapasos para la
generacion de la actividad theta en el hipocampo, ya que contienen neuronas
colinérgicas, GABAérgicas y glutamatergicas que envian proyecciones a la
formacion hipocampal [73-74]. Estas estructuras actian de manera coordinada
con la formacion reticular (FR) del tallo cerebral, el nucleo reticular pontis oralis

(RPO), para la correcta codificaciéon y generacién de la actividad theta en el
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hipocampo (Figura 4). Otras investigaciones hacen referencia a la participacion del
nacleo del rafé medial (RM), por las proyecciones serotoninérgicas que envia al
SUM vy al hipocampo; cuya actividad produce la desaparicion o desincronizacion

de la actividad theta hipocampal [75-76].

Entorhinal
Cores

Figura 4. Vias de sincronizacion ascendente. RPO, nucleo reticular pontis oralis;
PPT, nucleo tegmental pedunculopontino; PH, nicleo hipotalamico posterior; SUM, nucleo
supramamilar; MS, septo medial; CAl, CA3, DG, regiones del hipocampo [77].

Por otro lado, se sabe que la actividad theta hipocampal esté involucrada en
funciones de procesamiento de la informacién espacial y en la formacion de
memoria dependiente del hipocampo [67, 78-79]. Pan y McNaughton reportaron
que la inyeccidon de un ansiolitico (clordiazepoxido) dentro del nSUM medial en la
prueba de laberinto acuatico de Morris en un Unico dia de entrenamiento causa un
modesto pero significativo deterioro del aprendizaje espacial, y un modesto
decremento en la frecuencia theta, en comparacion con una aplicacion

intraperitoneal [80]. Posteriormente en otro trabajo, reportaron que la lesion
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neuroquimica en el mismo nucleo no produce efectos significativos sobre el
aprendizaje espacial pero disminuye la frecuencia hipocampal [81]. Por lo que se
ha reportado que al reducirse la frecuencia de la actividad theta del hipocampo, se
altera el desempefio en el laberinto acuatico de Morris [82], lo anterior indica que
una frecuencia precisa en la ritmicidad de la actividad theta puede ser importante
para la funcién hipocampal. Es decir, un pequefio cambio en una frecuencia

especifica podria alterar la eficiencia en el aprendizaje y memoria.

Dado que en el sistema serotoninérgico puede influir en la actividad theta
del hipocampo y que puede funcionar como un modulador de aprendizaje
espacial, se ha investigado el posible papel de la serotonina del hipocampo en la
regulacion de la actividad theta durante la adquisicion de un mapa basado en la
informacion espacial. Diversos estudios han mostrado que la diminucién parcial
(50%) de serotonina hipocampal no da lugar a modificaciones de la actividad theta
pero cuando se incrementa la actividad serotoninérgica ocurre una disminucion de
la actividad theta principalmente de alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) [83]. Por otro lado
la disminucién (90%) de serotonina hipocampal contribuye a la facilitacion del
aprendizaje de lugar en el laberinto acuatico de Morris, asociado con un
incremento en la expresion de actividad theta de alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) [84].
Mientras tanto en un estudio realizado con ratas jovenes y viejas evaluando el
aprendizaje y memoria en el laberinto acuatico de Morris, las ratas jovenes
mostraron un aumento en la potencia relativa de alta frecuencia y una disminucion

de la potencia de baja frecuencia de la actividad theta durante la fase de
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busqueda, mientras en las ratas viejas no se observo cambios en la actividad
theta. Estos datos electrofisiolégicos sugieren que las ratas viejas procesan la
informacion relevante para las funciones cognitivas de una manera diferente,
posiblemente conduciendo a la utilizacion de estrategias de aprendizaje diferentes,

que las ratas jovenes [79].

Monmaur, P. y colaboradores, disefiaron un estudio para examinar los
cambios temporales (dias 1, 2, 3, 8, 15, 22 y 29 post-isquemia) en los registros de
actividad theta en el hipocampo dorsal (durante el suefio paraddjico y vigilia)
después de 20 minutos de isquemia cerebral global aguda por oclusion de los
cuatro vasos, los resultados mostraron una drastica reduccion de la amplitud de la
actividad theta superficial y profunda (dias 1 y 4 post-isquemia). Esta alteracion del
EEG se asoci6é con una pérdida excesiva de las células piramidales en la zona de
CALl del hipocampo [85]. Por otro lado el mismo Monmaur P. y colaboradores
describieron los efectos a largo plazo (4-5 meses post-isquemia) de 20 minutos de
isquemia cerebral global aguda por oclusién de los cuatro vasos, la presunta
relacion colinérgica y la actividad theta del hipocampo dorsal durante anestesia
con éter y la inyeccion de arecolina (agonista muscarinico). Los resultados
mostraron que la isquemia redujo significativamente la amplitud de la actividad
theta superficial y profunda, registrada en el area CA1l del hipocampo y el giro
dentado, respectivamente. ElI complejo formado por el nucleo septal medial y la
diagonal de Broca, involucrado en la generacion de la actividad theta no sufrié

dafio anatdmico visible después de la isquemia. Por otra parte, no se observo
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ninguna alteracion significativa en la distribucion espacial y la densidad de las
neuronas del giro dentado del hipocampo en los animales isquémicos [86]. Estas
fueron las primeras investigaciones para demostrar que la interrupcion transitoria
del flujo sanguineo cerebral resulta en una alteracion duradera de la actividad
theta, ritmo que probablemente sea el aspecto principal de la actividad basica de
la formacion hipocampal y la integracion de la memoria y el aprendizaje. Por otro
lado, Buzsaki G. y colaboradores refieren que las consecuencias de la ICGA por
4VO durante 15-20 minutos provoca una perdida neuronal en la region CA1 del
cuerno de Ammoén del hipocampo y por lo tanto se observa una alteracion

electrofisiolégica [87].

Todo lo anterior indica que el dafio causado por la ICGA, podria estar
asociado con las deficiencias en el aprendizaje y memoria espacial y con las
alteraciones en la actividad electrofisiolégica en ratas. Por otro lado, en el
laboratorio hemos mostrado que un tratamiento neuroprotector con melatonina
contrarresta la perdida neuronal y las deficiencias de aprendizaje y memoria
espacial en ratas [44], sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado cual es el
efecto neuroprotector de la melatonina a nivel electrofisiologico y si este efecto
neuroprotector preserva la capacidad funcional del hipocampo para generar la
actividad theta e integrar de manera correcta las funciones cognitivas, lo cual es el

objetivo del presente trabajo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mecanismos de dafo de las células nerviosas que forman parte de las
estructuras cerebrales requieren de un tiempo de evolucion para su culminacion
en la forma de dafo cerebral irreversible [23, 88]. Esta situacion admite la
posibilidad de llevar a cabo maniobras de neuroproteccion orientadas a prevenir,
reducir o suprimir los fendmenos fisiopatoldgicos provocados por la isquemia
antes de que el proceso del dafio sea irreversible [45, 89]. En diversos estudios,
se han identificado experimentalmente los efectos neuroprotectores de la

melatonina y su potencialidad para el uso clinico [44, 90].

Se conoce que el tratamiento neuroprotector con melatonina reduce de
manera importante la muerte neuronal en estructuras muy vulnerables a la
isquemia, como es el caso del hipocampo, y preserva las caracteristicas
funcionales de esta estructura en lo que se refiere al aprendizaje y memoria
espacial [88, 90-91]. Sin embargo, el efecto neuroprotector de la melatonina en el
hipocampo se asocia con cambios de la citoarquitectura de las neuronas
piramidales del cuerno de Ammon de hipocampo [44]. Por otra parte, se conoce
que la generacion hipocampal del ritmo theta y su influencia sobre la actividad de
la corteza cerebral son correlatos importantes para la mayor eficiencia de la
integracion de las funciones cognoscitivas [67, 79].

¢ El efecto neuroprotector de la melatonina preserva la capacidad funcional

del hipocampo para generar el ritmo theta e integrar las funciones cognitivas?
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JUSTIFICACION

Dentro la de investigacion orientada a la identificacion de los efectos
neuroprotectores de compuestos originalmente enddgenos, es importante evaluar
el efecto neuroprotector de la melatonina con base en parametros de los aspectos
funcionales del cerebro que dependen de la integridad de estructuras cerebrales
especificas muy vulnerables a la isquemia. En este caso en particular, el
hipocampo y dos de sus aspectos funcionales relevantes: la generacién del ritmo

theta y el aprendizaje y memoria espacial.

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” 33



Maestria en Ciencias de la Salud Guadalupe ltzel Velazquez Espinoza

HIPOTESIS

La presencia y magnitud del ritmo theta hipocampal se relaciona con las
diferentes caracteristicas del aprendizaje y la memoria espacial en animales de
experimentacion sometidos a isquemia cerebral global aguda y tratamiento

neuroprotector con melatonina.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia y magnitud del ritmo theta hipocampal y su relacion
con el aprendizaje y la memoria espacial en animales de experimentacion
sometidos a isquemia cerebral global aguda y tratamiento neuroprotector con

melatonina.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la eficiencia del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de
Morris a largo plazo luego de la isquemia cerebral global aguda y
tratamiento neuroprotector con melatonina.

2. Efectuar el registro y andlisis de la actividad theta del hipocampo durante
las diferentes etapas de las pruebas de aprendizaje y memoria espacial en
el laberinto acuatico de Morris.

3. Relacionar las caracteristicas del ritmo theta hipocampal con las del
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuéatico de Morris a largo
plazo luego de la isquemia cerebral global aguda y tratamiento

neuroprotector con melatonina.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES Y COMPUESTOS QUIMICOS

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion de la Facultad de Ciencias Medica y Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez”.
Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z0O0-1999) de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y la guia de los institutos de Salud de
Norteamérica (NIH) para el cuidado y uso de los animales de laboratorio
(publicacion NIH No. 80-23, 1996). Se tomaron las medidas adecuadas para
reducir al minimo el dolor o sufrimiento de los animales.

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

La melatonina (sigma, St Louis. MO, USA) se prepar6 para Su
administracion mediante disolucion en etanol absoluto y dilucién con solucion de
NaCl al 0.9%, hasta una concentracion final de 3.3 mg/ml, en una solucién al 10%
de etanol en solucion salina. Como anestésicos se emplearan ketamina, xilacina y
pentobarbital sddico que fueron obtenidos de preparaciones comerciales de uso

veterinario, asi como éter etilico.
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MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL AGUDA

Se utiliz6 el modelo de isquemia cerebral global aguda por oclusion de los
cuatro vasos [92]. Bajo anestesia con clorhidrato de xilacina (10 mg/kg, i.m.) y
ketamina (90 mg/kg, i.m.), las arterias vertebrales se ocluyeron permanentemente
mediante electrocauterizacion a través del foramen alar de la primera vértebra
cervical. Las arterias carétidas comunes se aislaron y se dejaron referidas con
sutura quirargico de seda de calibre tres ceros (000). Un catéter de 10 cm de
longitud (Clay Adams, PE-50) con solucion de heparina en solucion salina (NacCl
0.9%, 100 U/ml), se inserto en la vena yugular interna izquierda, el extremo libre
se extrajo por la nuca. Inmediatamente después de la cirugia, a cada rata se le
suministré solucion salina fisiolégica (2ml/100g de peso corporal, s.c.) para
producir hidratacién post-quirdrgica y se colocaron en jaulas individuales para su
recuperacion. Cuarenta y ocho horas después, bajo anestesia con éter etilico, se
expusieron ambas arterias carétidas. Se interrumpio la anestesia y las arterias
carétidas comunes se ocluyeron por un periodo de 15 minutos mediante clips
quirdargicos microvasculares. La interrupcion del flujo sanguineo de las arterias
carétidas se verificd bajo un microscopio de cirugia. La temperatura corporal se
registro y mantuvo a 37 £ 0.5 °C por medio de un cojin eléctrico. A continuacion
los clips quirdrgicos fueron retirados de las arterias carétidas las cuales fueron
revisadas baja el microscopio estereoscoépico para verificar la restauracion del flujo
sanguineo. El estado de conciencia de las ratas fue evaluado mediante la

presencia del reflejo de enderezamiento. Solo aquellas ratas que se mantuvieron
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inconscientes durante la oclusion de las cardtidas y por lo menos 20 minutos
posteriores a la remocion de los clips quirdrgicos microvasculares de las caroétidas

se incluyeron en el estudio.

GRUPOS Y TRATAMIENTO

Las ratas se asignaron al azar en diferentes grupos. Grupo 1 (n=8): intacto,
Grupo 2 (n=5): Isquemia + vehiculo, animales sometidos a isquemia cerebral
global aguda durante 15 minutos mediante oclusion de los cuatro vasos mas 20
minutos de inconciencia post-isquemia y administracion del vehiculo de
melatonina (solucion 10% de etanol en NaCl 0.9% iv), 3.0 ml/kg/h por un periodo
de 6 h, a partir de los 30 min luego de la remocion de los clips de las arterias
carétidas; Grupo 3 (n=8): Isquemia + Melatonina, animales sometidos a isquemia
cerebral global aguda durante 15 minutos mediante oclusion de los cuatro vasos
mas 20 minutos de inconciencia post-isquemia 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

min luego de la remocién de los clips de las arterias carétidas.
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CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Una vez recuperadas las ratas, 90 dias después de la se ICGA bajo
anestesia con clorhidrato de xilacina (10 mg/kg, i.m.) y ketamina (90 mg/kg, i.m.)
fue implantado a permanencia un electrodo bipolar concéntrico para el registro del
ritmo theta hipocampal con coordenadas 4.5 mm posterior a Bregma, 2.0 mm
lateral (derecho) a la linea media y 2.5 mm ventral a la superficie del craneo segun
el atlas de Paxinos y Watson [93]. Los electrodos bipolares se construyeron con
alambre de nicromo de 65 um de diametro, fijado dentro de una canula de acero
inoxidable calibre 25 cubierta con resina epoxica, dejando expuesta una punta con
una pequefa superficie de registro. Fue colocado un tornillo de acero inoxidable
en el hueso frontal, que sirvié como electrodo de tierra. Posteriormente se les dejo
a los animales en recuperacion 15 dias para realizar las evaluaciones
conductuales de memoria y aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de

Morris, durante las cuales se hizo el registro del EEG.

EVALUACION DEL APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL EN EL LABERINTO
ACUATICO DE MORRIS

El aprendizaje y memoria espacial fueron evaluados mediante el laberinto
acuatico de Morris [42], que consistid en una tina circular de 140 cm de diametro
llena con agua conservada a una temperatura de 26 °C y tefliida en color azul

obscuro hasta una profundidad de 25 cm. La tina se coloco en un espacio donde

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” 39



Maestria en Ciencias de la Salud Guadalupe ltzel Velazquez Espinoza

pudieran identificarse una variedad de sefiales externas alrededor del laberinto,
Utiles para la orientacion de espacial del animal. El laberinto se dividio
conceptualmente en cuatro cuadrantes del mismo tamano referidos a los puntos
cardinales y en tres circulos concéntricos equidistantes. Una plataforma de escape
tranparente de 12X12 cm sumergida 2 cm por bajo la superficie del agua en una
posicion fija en el centro de uno de los cuatro cuadrantes, a 28 cm de distancia de
la pared del laberinto. La plataforma se mantuvo en el mismo cuadrante a lo largo
del experimento. En el laberinto, se permiti6 a las ratas la busqueda de la
plataforma de escape usando solamente referencias espaciales del ambiente, las
cuales se conservaron constantes a través de los dias de prueba. Cada rata
ejecuto 2 ensayos diarios con intervalo inter-ensayo de 20 minutos, durante siete
dias consecutivos. Para cada ensayo la rata se introdujo al agua de cara a la
pared de la tina, en uno de los cuatro cuadrantes alrededor del perimetro de la
tina, el cual vario cada dia de manera semialeatoria, pero fue el mismo en cada
dia del ensayo para todas las ratas. El ensayo finalizd6 cuando la rata encontro la
plataforma antes de los 60 segundos (latencia de escape) de lo contrario la rata
era conducida hasta la plataforma por el experimentador donde se coloco durante
15 segundos. Los valores de latencia de escape (s), la distancia de nado (m)
recorrida durante la busqueda de la plataforma, la velocidad de nado (m/s), asi
como el predominio de nado en las zonas delimitadas fueron promediados y
analizados y finalmente al termino de los siete dias de ensayos, cada rata se
sometié a una prueba de transferencia durante 30 segundos para la evaluacion de

la memoria espacial, en la que se permiti6 a cada rata la busqueda de la
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plataforma, previamente retirada del laberinto. El tiempo transcurrido y el niumero
de cruces en el cuadrante donde originalmente estuvo la plataforma fueron
registrados y analizados. El desempefio de cada rata se registro mediante una
camara de video y posteriormente se trazaron las rutas para ser digitalizadas y
analizadas con la ayuda de un analizador de imagenes digital. Se promediaron los
resultados de los 2 ensayos diarios de cada rata por grupo y se analizaron y

compararon estadisticamente.

REGISTRO DEL ELECTROENCEFALOGRAMA HIPOCAMPAL

El registro de la actividad eléctrica hipocampal se realizé durante la
ejecucion de las pruebas conductuales de memoria y aprendizaje en el laberinto
acuatico de Morris. Antes del inicio del primer ensayo de cada dia de los siete dias
de entrenamiento se realizo el registro del EEG hipocampal en condicién basal
con la rata mojada en estado “Atento quieto” durante 15 segundos en su caja de
reposo; durante la etapa de “busqueda” se registré desde la colocacién de la rata
en el agua frente a la tina hasta que el animal subi6 a la plataforma de escape en
un tiempo no mayor a 60 segundos, momento a partir del cual se registraron 15
segundos sobre la plataforma, lo que correspondié a la etapa llamada “meta”. Al
séptimo dia en el ensayo de prueba de transferencia, ademas del registro basal,
también se registro un periodo de 30 segundos de nado en el laberinto sin

plataforma correspondiente al ensayo de prueba de transferencia. Los filtros de
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alta y baja frecuencia fueron colocados a 1 y 50 Hz respectivamente, los registros
se capturaron a una frecuencia de muestreo de 512 Hz, y se almacenaron para su
analisis posterior mediante la Transformada Réapida de Fourier (FFT), que genera
el espectro de potencia absoluta y con base a ese de determino la potencia
relativa.

Para la captura de la actividad EEG se utilizé el programa GAMA (marca
GRASS), posterior a ello se reviso la sefal con el objetivo de eliminar aquellos
segmentos con ruido y artefactos que pudieran estar presentes, la sefal de cada
uno de los sitios de registro fue procesada mediante la FFT a través del programa
MATLAB R2010b y se realizo el andlisis estadistico de los datos de potencia
resultantes a través del programa Systat 10.2 y SPSS 16.0.

La banda theta (4-12 Hz) fue dividida en tres sub-bandas componentes de
theta, de baja (4-6.5 Hz), alta (7-9.5 Hz) y maxima (10-12.5 Hz) frecuencia para su
analisis, ya que se ha reportado que dependiendo del estado conductual y
farmacoldgico en el que se encuentra el individuo ocurre el predominio de de una
u otra sub-banda [94]. Es decir hay estados conductuales en los que las bandas
se agrupan en un rango discreto, y solo en ese rango se pueden presentar

cambios asociados al estado conductual.

De cada sub-banda se obtuvo el promedio de los dos ensayos diarios por
cada dia de prueba, de la potencia relativa de cada una de las etapas

conductuales: "atento quieto”, "busqueda" y "meta"; con el propésito de evaluar la
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adquisicion de informacion. La potencia relativa se obtuvo a partir de la potencia

absoluta de la banda de 4-12 Hz.

ANALISIS ESTADISTICO

Se evaluaron los parametros convencionales de eficiencia del aprendizaje y
la memoria espacial: latencia de escape y trayectoria recorrida para localizar la
plataforma sumergida. La actividad eléctrica cerebral se analizo mediante el
andlisis espectral de potencia para identificar y evaluar la magnitud de la potencia
de las bandas de la frecuencia theta. Se realizaron las comparaciones
intragrupales de la mediana de las latencias de escape por dia, mediante analisis
de varianza no paramétrica de Friedman y la prueba de rangos sefalados y pares
igualados de Wilcoxon. Las comparaciones intergrupales de latencia de escape
fueron realizadas mediante la prueba de Kruskal-Wallis y por la prueba de “U” de
Mann-Withney. Los datos de la distancia total recorrida y velocidad de nado
durante la etapa de “busqueda” fueron comparados mediante analisis de varianza
de medias repetidas y la prueba de Tukey. La actividad eléctrica hipocampal, una
vez dividida en las tres bandas sub componentes de theta (de baja frecuencia: 4-
6.5 Hz; alta frecuencia: 6.5-9.5 Hz; maxima frecuencia: 9.5-12 Hz) fueron
comparada en fases en un mismo dia de prueba y por dia de prueba en la misma
fase. Las comparaciones de la potencia relativa, se realizaron mediante analisis de
varianza y la prueba Tukey como prueba a posteriori. Se realizo el analisis de
correlacion de los valores de distancia recorrida con la potencia theta para los

diferentes grupos de animales, mediante la prueba de correlaciéon de Spearman.
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RESULTADOS

APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL EN EL LABERINTO ACUATICO DE
MORRIS

La ejecucion en la prueba de aprendizaje y memoria en el laberinto acuético
de Morris por parte de los animales de los diferentes grupos experimentales dio

lugar a los siguientes resultados.

Las latencias de escape registradas en el grupo INTACTO durante el
periodo de prueba mostraron una reduccién progresiva en los dias sucesivos (X* =
32.112, p=<0.001), de tal manera que los valores de estos parametros fueron
significativamente menores a partir del segundo dia de prueba y en los dias
restantes en comparacion con aquellos observados el primer dia (dia 2 p=0.018,
dia 3 p=0.018, dia 4 p=0.012, dia 5 p=0.012, dia 6 p=0.012 y dia 7 p=0.012)

(Figura 5A).

A diferencia de lo observado en el grupo INTACTO, las ratas del grupo ISQ-
VEH no mostraron reduccion de las latencias de escape para alcanzar la
plataforma en el laberinto acuatico de Morris a lo largo de los dias de prueba
(X?=9.788, p=0.134), excepto el ultimo dia en que el valor de este parametro fue
significativamente menor en comparacion con el primer dia de prueba (dia 7

p=0.043) (Figura 5B).

Por otra parte, los animales del grupo ISQ-MEL mostraron una disminucion

de la latencia de escape similar a la mostrada en los animales del grupo INTACTO
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(X?=20.096, p=0.003), en funcién de la busqueda y localizacién de la plataforma
sumergida, observandose una reduccion significativa de este parametro a partir
del segundo dia de prueba en comparacion con el primer dia y en los dias
restantes (dia 2 p=0.028, dia 3 p=0.028, dia 4 p=0.018, dia 5 p=0.018, dia 6
p=0.028 y dia 7 p=0.018) (Figura 5C).

Cabe destacar que los valores de latencias de escape de los animales de
los grupos INTACTO e ISQ-MEL mostraron una reduccion progresiva a lo largo de
la prueba, como puede observarse en las figura 5A, C y D con valores similares en

ambos grupos.

Por otro lado, en el andlisis intergrupal, los valores de latencia de escape
del grupo ISQ-VEH fueron mayores a los mostrados en los grupos INTACTO e
ISQ-MEL a lo largo de la prueba (dia 1 X?=2.875, p=0.238, dia 2 X*=2.768,
p=0.251, dia 3 X?=2.141, p=0.343, dia 4 X?=8.22, p=0.016, dia 5 X?=9.928,
p=0.007, dia 6 X*=9.578, p=0.008 y dia 7 X?=4.969, p=0.083). Al analizar los
valores de latencia de escape de los grupos INTACTO e ISQ-VEH, mostraron una
diferencia significativa a partir del cuarto dia hasta finalizar la prueba (dia 4
p=0.019, dia 5 p=0.040, dia 6 p=0.005, dia 7 p=0.028), mientras que los valores
de latencia de escape de los grupos ISQ-VEH e ISQ-MEL mostraron una
diferencia significativa exclusivamente los dias 4, 5 y 6 de la prueba (dia 4
p=0.007, dia 5 p=0.007, dia 6 p=0.011). Ahora bien los valores de latencia de
escape de los grupos INTACTO e ISQ-MEL mostraron una diferencia significativa,

anicamente el dia 5 de la prueba (p=0.049) (Figura 5D).
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Figura 5. Aprendizaje espacial (latencias de escape (s)) en el laberinto acuatico de
Morris durante los 7 dias de prueba aplicada 90 dias después del episodio de isquemia
cerebral global aguda (mediana + EE de la mediana). A. Grupo INTACTO *dia 1 vs.
siguientes p<0.05. B. Grupo I1SQ-VEH *dia 1 vs. siguientes p<0.05. C. Grupo I1SQ-MEL
*dia 1 vs. siguientes p<0.05. D. ¢INTACTO vs. ISQ-VEH; +ISQ-VEH vs. ISQ-MEL;
XINTACTO vs. ISQ-MEL p<0.05.
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La distancia de nado para encontrar la plataforma registradas en los grupos
INTACTO (Fs,54=3.425, P=0.007) e ISQ-MEL (Fs,48=5.708, p=0.000) durante el
periodo de siete dias de prueba mostraron una reduccion progresiva, de tal
manera que los valores de este parametro en el grupo INTACTO fueron
significativamente menores los ultimos dos dias de la prueba (dia 6 p=0.016 y dia
7 p=0.042) (Figura 6A), mientas que el grupo ISQ-MEL mostro longitudes
significativamente menores a partir del segundo dia y por el resto de la prueba (dia
2 p=0.010, dia 3 p=0.011, dia 4 p=0.001, dia 5 p=0.000, dia 6 p=0.002 y dia 7
p=0.001) (Figura 6C). En contraste con lo anterior, en el grupo ISQ-VEH los
valores obtenidos disminuyeron a lo largo de la prueba sin diferir
significativamente con los observados el primer dia (Fg,34=1.013, p=0.437) (Figura

6B).

En relacién con en el andlisis intergrupal, los valores de la distancia de nado
de los animales del grupo ISQ-VEH fue mayor a la observada en los grupos
INTACTO e ISQ-MEL (dia 1 F»,=1.388, p=0.277, dia 2 F,=4.255, p=0.032, dia 3
F,=1.796, p=0.196, dia 4 F,=3.749, p=0.045, dia 5 F,=5.026, p=0.019, dia 6
F,=3.614, p=0.049, dia 7 F,=1.407, p=0.274). Respecto a la distancia de nado del
grupo ISQ-VEH e ISQ-MEL se observo una diferencia significativa los dias de

prueba 2, 4 y 5 (dia 2 p=0.038, dia 4 p=0.041 y dia 5 p=0.015) (figura 6D).
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Figura 6. Distancia de nado (m) durante el entrenamiento en el laberinto acuético
de Morris los 7 dias de prueba aplicada 90 dias después del episodio de isquemia
cerebral global aguda (media = EEM). A. Grupo INTACTO *dia 1 vs. siguientes p<0.05. B.
Grupo ISQ-VEH. C. Grupo ISQ-MEL *dia 1 vs. siguientes p<0.05. D. ¢ISQ-VEH vs. I1SQ-
MEL p<0.05.
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La velocidad de nado de cada uno de los grupos en las diferentes
condiciones experimentales no mostro cambios significativos a lo largo de los dias
de prueba (INTACTO F¢,=0.922, p=0.0488, 1ISQ-VEH Fs=0.122, p= 0.992, ISQ-
MEL F¢=0.885, p=0.514) (Figura 7A-C). Al comparar los valores de velocidad de
nado de manera intergrupal (dia 1 F,=1.384, p=0.277, dia 2 F,=6.111, p=0.010,
dia 3 F,=1.976, p=0.169, dia 4 F,=1.631, p=0.225, dia 5 F,=0.240, p=0.789, dia 6
F>=0.537, p=0.594 y dia 7 F,=0.996, p=0.390) del grupo INTACTO con el grupo
ISQ-MEL, solo se observo una diferencia significativa el segundo dia de prueba

(p=0.017) (Figura 7D).
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Figura 7. Velocidad de nado (m/s) en el laberinto acuético de Morris durante los 7
dias de prueba aplicada 90 dias después del episodio de isquemia cerebral global aguda
(media + EE). A. Grupo INTACTO. B. Grupo ISQ-VEH. C. Grupo ISQ-MEL. D. *INTACTO
vs. ISQ-MEL p<0.05.

En el andlisis cualitativo de las trayectorias de nado en la resolucion del
laberinto acuéatico de Morris en los diferentes grupos experimentales se observo
qgue el primer dia de prueba los animales de los tres grupos mostraron un patrén
de nado circular con trayectorias cercanas a la pared de la tina (tigmotaxis). En
relacion a los grupos INTACTO e ISQ-MEL el patron de nado cambio a otro con

trayectoria orientada hacia la zona central de la tina, preferentemente hacia el sitio
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de ubicacion de la plataforma, conforme las latencias de escape y la longitud de
las trayectorias de nado se redujeron al minimo en los dias sucesivos de la
prueba. De hecho los animales de estos grupos se desplazaron en la zona interior
del laberinto, en el cuadrante donde estuvo ubicada la plataforma durante la
prueba de transferencia. Por otro lado, los animales del grupo 1ISQ-VEH mostraron
en general un patrén de nado asociado con tigmotaxis persistente, y durante la
prueba de transferencia su estancia fue menor en el cuadrante donde estuvo

colocada la plataforma (Figura 8).
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Figura 8. Trayectorias representativas del nado de los diferentes grupos
experimentales en el laberinto acuético de Morris en los dias de prueba 1, 3, 7 y prueba
de transferencia. Las trayectorias de nado circular cerca de la pared de la tina (tigmotaxis)
se observa en todos los grupos el primer dia, cambia a trayectorias orientadas hacia la
parte interna del laberinto con ruta dirigida hacia el sitio de ubicacion de la plataforma
sumergida en los grupos INTACTO e ISQ-MEL, en tanto que en el grupo ISQ-VEH se
observa tigmotaxis persistente hasta el final de la prueba y prueba de transferencia.
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En el analisis de la prueba de transferencia se muestra el nimero de cruces
en el cuadrante donde originalmente estuvo ubicada la plataforma. Como se
observa en la figura 9 los valores del numero de cruces fueron similares y mayores
para el grupo INTACTO e ISQ-MEL respecto al grupo ISQ-VEH sin mostrar

diferencias significativas (F»,=0.836, p=0.50).

BINTACTO
6 - B1SQ-VEH
BI1SQ-MEL

Numero de cruces
w

——

INTACTO ISQ-VEH 1SQ-MEL

Figura 9. Numero de cruces (mediaxtEEM) en la prueba de transferencia, a través
del area donde originalmente estuvo colocada la plataforma.
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REGISTRO DEL EEG HIPOCAMPAL

Figura 10. Fotomicrografia de un corte coronal del hipocampo de la rata, en el que
se muestra la posicién del electrodo de registro (flecha). Amplificacion 10X.

Los registros del EEG (potencia absoluta) en el area CA1 del hipocampo de
los animales en las diferentes condiciones experimentales, durante los siete dias
de entrenamiento mostraron actividad theta en las tres etapas conductuales
consideradas en el presente estudio: basal, busqueda y meta. Se registro
actividad theta durante las tres etapas conductuales. En la figura 10 se muestra un
ejemplo de un trazo electroencefalogréafico en las tres condiciones experimentales
INTACTO, ISQ-VEH e ISQ-MEL del estudio. Es importante destacar que los
animales de los grupos INTACTO e ISQ-MEL muestran una frecuencia y una
amplitud de la actividad theta similares en la etapa de busqueda, que corresponde
en magnitud y caracteristicas a la actividad theta hipocampal relacionada con el
aprendizaje espacial. En contraste con el grupo del grupo ISQ-VEH se observo

una disminucién en la frecuencia y una amplitud muy pequefa.
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Figura 11. Trazos electroencefalogréaficos de potencia absoluta representativos de
la actividad theta obtenidos de un animal de cada grupo experimental. De izquierda a
derecha: etapa basal, etapa de blsqueda y etapa de meta.

Se realizaron comparaciones intragrupales de potencia relativa (PR) para
los factores dia (1-7), etapa (basal, busqueda y meta) y sub-banda de frecuencia

(baja: 4-6.5Hz, alta: 6.5-9.5 Hz y maxima: 9.5-12 Hz), para cada grupo.

Como se observa en la figura 12 (intragrupal INTACTO) las comparaciones
considerando los factores etapa-banda mostraron un efecto significativo
(F4,446=44.349, p<0.001), las comparaciones pareadas mostraron diferencias
significativas entre las bandas de baja y alta frecuencia en las etapas de basal
(p<0.001) y busqueda (p<0.001) (Figura 12A). Por otro lado en la comparacion
considerando la interaccion de los factores dia-banda, se observo un efecto
significativo (F12446=2.138, p=0.014), las comparaciones pareadas mostraron
diferencias significativas entre la banda de baja y alta frecuencia el dia dos

(p=0.041) (Figura 12B). Mientras tanto en la comparacion considerando los
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factores dia-banda de la etapa busqueda, mostraron diferencias significativas
(F24.446=3.046, p<0.001) entre la banda de baja y alta frecuencia a lo largo de la
prueba los dias 2, 4, 5, 6 y 7 (dia 2 p=0.003, dia 4 p=0.001, dia 5 p=<0.001, dia 6

p=0.046 y dia 7 p=0.001) (Figura 12C).
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Potencia relativa (media + EE) de las tres sub-bandas de actividad
durante el laberinto acuatico de Morris en el grupo INTACTO. A.
etapa-banda, bandas de frecuencia baja vs. alta *p<0.005. B.

Comparacion por dia-banda, bandas de frecuencia baja vs. alta <p<0.05. C.
Comparacion por dia y banda de la etapa busqueda, bandas de frecuencia baja vs. alta

xp<0.05.

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” 57



Maestria en Ciencias de la Salud Guadalupe ltzel Velazquez Espinoza

En la figura 13 (intragrupal 1ISQ-VEH) las comparaciones considerando los
factores etapa-banda mostraron un efecto significativo (F4254=18.515, p<0.001),
las comparaciones pareadas mostraron diferencias significativas entre las bandas
de baja y alta frecuencia en las tres etapas durante el laberinto acuatico de Morris
(basal p=0.041, busqueda p<0.001 y meta p<0.001) (Figura 13A). Por otra parte
en la comparacion considerando la interaccion de los factores dia-banda, se
observo un efecto significativo (Fi2254=2.101, p=0.017) y las comparaciones
pareadas mostraron diferencias significativas entre la banda de baja y alta
frecuencia de los dias tres y seis (dia 3 p=0.048 y dia 6 p=0.001) (Figura 13B).
Con respecto a la comparacion considerando los factores dia-banda de la etapa
basqueda, mostraron diferencias con tendencia a significativas (F22,80=1.740,
p=0.074) y en las comparaciones pareadas mostraron diferencias significativas
entre la banda de baja y alta frecuencia los dias 3 y 6 (dia 3 p=0.001 y dia 6

p=0.004) (Figura 13C).
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Figura 13. Potencia relativa (media + EE) de las tres sub-bandas de actividad
theta, registradas durante el laberinto acuatico de Morris en el grupo ISQ-VEH. A.
Comparacion por etapa-banda, bandas de frecuencia baja vs. alta *p<0.005. B.
Comparacion por dia-banda, bandas de frecuencia baja vs. alta <op<0.05. C.

Comparacion por dia y banda de la etapa busqueda, bandas de frecuencia baja vs. alta
xp<0.05.
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En la figura 14 (intragrupal 1SQ-MEL) las comparaciones realizadas,
considerando los factores etapa-banda mostraron un efecto significativo
(F4372=34.612, p<0.001), de tal manera las comparaciones pareadas mostraron
diferencias significativas entre las bandas de baja y alta frecuencia en las etapas
de busqueda (p<0.001) y meta (p<0.001) (Figura 14A). Con respecto a la
comparacion considerando la interaccion de los factores dia-banda, se observo un
efecto significativo (F12372=2.827, p=0.001) por tal motivo las comparaciones
pareadas mostraron diferencias significativas entre la banda de baja y alta
frecuencia de los dias 1, 2, 3, 4 y 6 (dia 1 p<0.001, dia 2 p=0.004, dia 3 p=0.046,
dia 4 p<0.001 y dia 6 p=0.018) (Figura 14B). Respecto a la comparacion
considerando los factores dia-banda de la etapa busqueda, mostraron diferencias
con tendencia a significativas (Fi2120=1.749, p=0.065), sin embargo en las
comparaciones pareadas mostraron diferencias significativas entre la banda de
baja y alta frecuencia a lo largo de la prueba, los dias 1, 2, 3, 4 y 6 (dia 1 p<0.001,

dia 2 p=0.006, dia 3 p<0.001, dia 4 p<0.001 y dia 6 p=0.001) (Figura 14C).
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Figura 14. Potencia relativa (media + EE) de las tres sub-bandas de actividad
theta, registradas durante las tres etapas en el laberinto acuético de Morris en el grupo
ISQ-MEL. A. Comparacion por etapa-banda, bandas de frecuencia baja vs. alta *p<0.005.
B. comparacion por dia-banda, bandas de frecuencia alta vs. baja <op<0.05. C.
comparacion por dia-banda etapa de busqueda, bandas de frecuencia alta vs. baja

xp<0.05.
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Los resultados obtenidos de la prueba de transferencia de los diferentes
grupos en las condiciones basal y busqueda. En la comparacion intragrupal en el
grupo INTACTO se observo una diferencia significativa en las sub-bandas baja
(p=0.000) y alta (p=0.000) en las condiciones basal y busqueda. Para el grupo
ISQ-VEH, en la comparacion intragrupal no se observaron diferencias en las tres
sub-bandas en las condiciones basal y busqueda. Por otro lado el grupo ISQ-MEL,
en la comparacion intragrupal se observo una diferencia significativa Unicamente
en la sub-banda de alta frecuencia en las condiciones basal y busqueda
(p=0.043). En la comparacion intragrupal para los tres grupos en la condicion de
busqueda se mostro una diferencia significativa en los valores de las sub-bandas
de frecuencia baja y alta (INTACTO p=0.000, ISQ-VEH p=0.000 e ISQ-MEL

p=0.000) (Figura 15).
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Figura 15. Potencia relativa (media + EE) de las tres sub-bandas de actividad
theta, registradas en la prueba de transferencia en el laberinto acuatico de Morris en los
tres grupos experimentales. A. Comparacién intragrupal del grupo INTACTO en las sub-
bandas de baja y alta frecuencia en la etapa de busqueda +p<0.05. B. Comparacion
intragrupal del grupo ISQ-VEH en las sub-bandas de baja y alta frecuencia en la etapa de
busqueda *p<0.05. C. Comparacion intragrupal del grupo ISQ-MEL en las sub-bandas de
baja y alta frecuencia en la etapa de busqueda °p<0.05.
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CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD THETA HIPOCAMPAL Y EL
APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL

El analisis de correlacién entre la longitud de nado y las sub-bandas de baja
y alta frecuencia de la actividad theta en la etapa de busqueda, para los tres
grupos experimentales, muestra los siguientes resultados; en el grupo INTACTO
se observo una correlacion positiva entre la distancia de nado y la potencia relativa
de baja frecuencia (r= 0.215, p=0.058) (Figura 16A1), y una correlacion negativa
entre la alta frecuencia de actividad theta (r= -0.105, p=0.223) y la distancia de
nado (Figura 16A2). Por otro lado en el grupo ISQ-VEH, se observo una
correlacion positiva entre la distancia de nado y la potencia relativa de baja
frecuencia (r=0.173, p=0.161) (Figura 16B1), y una correlacion negativa entre la
alta frecuencia de actividad theta (r= -0.159, p=0.180) y la distancia de nado
(Figura 16B2). Lo contrario sucedi6é con la correlacién del grupo ISQ-MEL, se
observa una correlacion negativa entre la distancia de nado y la actividad theta de
baja frecuencia (r= -0.170, p=0.122) (Figura 16C1) y una correlacion positiva
significativa entre la distancia de nado y la actividad theta de alta frecuencia

(r=0.268, p=0.031) (Figura 16C2).
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Figura 16. Correlacion de Spearman entre la potencia relativa de baja y alta
frecuencia y la longitud de nado, en los tres grupos experimentales. A. grupo INTACTO en
la etapa de busqueda, 1 potencia relativa baja y 2 potencia relativa alta. B. grupo 1SQ-
VEH en la etapa de basqueda, 1 potencia relativa baja y 2 potencia relativa alta. C. grupo
ISQ-MEL en la etapa de basqueda, 1 potencia relativa baja y 2 potencia relativa alta.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que el tratamiento con
melatonina durante las 6 horas siguientes a un periodo de 15 minutos de isquemia
cerebral global aguda da lugar, a una ejecucion similar al grupo de animales
intacto de las tareas de aprendizaje y memoria espacial evaluadas en el laberinto
acuatico de Morris. La evaluacion se llevo a cabo tres meses después del periodo
de isquemia mediante los parametros de latencia de escape (s), distancia de nado
(m) y velocidad de nado (m/s). En contraste el grupo de animales sometidos al
mismo procedimiento pero tratados con vehiculo ante la prueba de aprendizaje y
memoria espacial mostraron un desempefio deficiente. Esta evidencia confirma lo
previamente reportado [44] del efecto neuroprotector de la melatonina
neutralizando los mecanismos fisiopatoldgicos de dafio cerebral que se presentan
de manera inmediata en el dafio por isquemia cerebral global transitoria y

reperfusion.

La gran vulnerabilidad de las neuronas piramidales del cuerno de Ammoén
del hipocampo hace de ésta un parametro muy sensible tanto de dafio como de
evaluacion de propuestas de neuroproteccion en modelos experimentales de
isquemia cerebral global aguda [56] en estudios anteriores se mostro que la
melatonina lograba preservar en el hipocampo de animales experimentales
sometidos a isquemia cerebral global aguda, un 80% la poblacion de neuronas

piramidales del area CA1l del hipocampo ademas de que al evaluarse la capacidad
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de memoria espacial vinculada con estas células, su respuesta fue similar a los

animales intactos[44].

Por otro lado, la memoria espacial es un proceso dependiente del
hipocampo, estructura cerebral subcortical que codifica el espacio en forma de
mapas formados a partir de sefiales espaciales [95]. El laberinto acuatico disefiado
por Morris es un modelo para evaluar el desempefio cognitivo en animales de
experimentacion [42], de manera que gradualmente van estableciendo vias de
nado directas hacia la plataforma sin importar el cuadrante de inicio del ensayo. La
capacidad de un animal para localizar eficientemente una plataforma (memoria
espacial) parte de la formacion de mapas espaciales a partir de las sefiales que
rodean la piscina. Su eficiencia se dara a lo largo de varios dias de ensayo (fase
de adquisicion o aprendizaje) y se confirmara al final mediante la prueba de

transferencia [96].

Una de las teorias mas importantes de la funcién hipocampal ha sido la
teoria del mapa cognitivo que establece que la sincronia de disparo de las
neuronas hipocampales [97-98] (células de lugar) esta relacionada con la
localizacion del animal en el desempefio de una prueba [78, 99] Mdltiples
evidencia muestran que la actividad de las neuronas del hipocampo tanto en ratas
como primates se asocia con el desempefio cognitivo, la navegacién espacial y
tareas de aprendizaje y memoria. Un aumento en la actividad theta hipocampal de
alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) durante pruebas de navegacion utilizando el laberinto

acuatico de Morris se relacionan con la utilizacion de mapas cognitivos [67, 78].
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La actividad theta se presenta durante conductas asociadas con la
adquisicion de informacién ambiental es por ello que se ha propuesto que la
actividad theta podria estar reflejando el procesamiento de informacion por parte
del hipocampo, y esta relacionada con los procesos de aprendizaje y memoria

organizados por esta estructura cerebral [55, 71].

El andlisis cualitativo de los registros electroencefalograficos obtenidos
durante la resolucion del laberinto acuatico de Morris, en los animales del grupo
INTACTO e ISQ-MEL muestran una actividad theta con una amplitud y
sincronizacion similar durante la etapa de busqueda. Este dato confirma que la
actividad theta hipocampal esta involucrada en funciones de procesamiento de la
informacion espacial y en la formacion de memoria dependiente del hipocampo

[67, 78-79].

Por otro lado el registro electroencefalografico de la actividad theta durante
la etapa de busqueda en los animales del grupo ISQ-VEH mostro una disminucién
en la amplitud y desincronizacion de la sefial. Lo anterior confirma los hallazgos
por Monmaur P. en un modelo de isquemia cerebral global aguda en ratas, sus
resultados mostraron una drastica reduccion de la amplitud de la actividad theta
superficial y profunda. Esta alteracion del EEG se asoci6é con una pérdida excesiva
de las células piramidales en la region CAl del hipocampo [85] por lo cual
concluyeron que las alteraciones en la actividad theta hipocampal estan
relacionadas directamente con la muerte de las células piramidales de la region

CAL.
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En el presente estudio los animales del grupo INTACTO, a semejanza de lo
ya reportado presento actividad theta significativa de alta frecuencia a lo largo del
entrenamiento en la etapa de busqueda, conducta asociada al proceso de
adquisicion de informacion [79]. Por otro lado, el grupo de animales ISQ-MEL
mostraron un desempefio en el laberinto acuatico de Morris similar al reportado
previamente [44]. Respecto a los registros de actividad theta hipocampal
simultdneos a la ejecucion del laberinto acuatico de Morris, se observdé una
separacion entre las sub-bandas de baja y alta frecuencia durante la etapa de
basqueda. Los animales del grupo ISQ-MEL se diferenciaron del grupo INTACTO
por presentar potencia relativa de alta frecuencia a partir del primer dia de prueba
en la etapa de busqueda. Suponemos que la reorganizacion del sistema nervioso
central como respuesta al periodo de isquemia y la presencia de melatonina en la
etapa inmediata favorecieron la preservacion del hipocampo y de sus funciones
confirmadas a través de la evaluacion del aprendizaje espacial y la presencia de

actividad theta de alta frecuencia correspondiente.

El grupo 1SQ-VEH conservo algunas similitudes en potencia relativa con el
grupo INTACTO. Se expreso el aumento de actividad theta de alta frecuencia
asociado al aprendizaje caracteristico del desplazamiento que hace la rata en la
etapa de busqueda de la plataforma, sin embargo su presencia fue esporadica
(figura 13C), siguiendo un patrén diferente al grupo INTACTO (figura 12C). En
relacion al patron de nado a lo largo de la prueba, el grupo ISQ-VEH mostro

tigmotaxis persistente (figura 8) una de las caracteristicas de dafio por isquemia
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cerebral global aguda descrita es la elevada vulnerabilidad del hipocampo que
desencadena en la muerte de células piramidales [85-88, 100], por lo que aquellos
animales que constituyeron el grupo 1ISQ-VEH presentan una pérdida considerable
de neuronas piramidales [8, 87] y de ahi su disminucion en la amplitud y

frecuencia del ritmo theta hipocampal.

Es de suponer que la melatonina administrada mediante infusion continta
en una dosis de 10 mg/kg/h en un periodo de 6 horas siguientes al episodio de
isquemia cerebral global aguda, coincidi6 con la ventana de oportunidad
terapéutica para ejercer su efecto neuroprotector al alcanzar altas concentraciones
plasmaticas y seguramente en liquido cefalorraquideo que le permitieron
neutralizar diversos mecanismos fisiopatologicos propios de la isquemia. Lo
anterior nos permite asumir que el efecto de la melatonina previno la muerte de las
neuronas piramidales del hipocampo en el grupo ISQ-MEL, comprobado tres
meses después en los animales que recibieron el tratamiento su capacidad de
desarrollo de memoria espacial asi como la presencia de actividad theta

hipocampal (figura 14C) durante el desarrollo de esta.

La melatonina es reconocida como una molécula con propiedades
antioxidantes por su capacidad de atrapar radicales libres y de esta manera
neutralizar el efecto nocivo contra estructuras sub-celulares como la mitocondria y
diversas biomoleculas [101-106]. En procesos patologicos tales como
enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas ocurre una desorganizacion del

citoesqueleto que comprende la pérdida de axones y dendritas, provocando
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interrupcion de la conectividad sinaptica [107-109]. El estrés oxidativo es una
caracteristica critica asociada a procesos como el envejecimiento y enfermedades
como cancer, enfermedades cardiacas y neurodegenerativas. La mayoria de las
patologias relacionadas con radicales libres tienen origenes diferentes, sin
embargo la via comdn una vez iniciado el proceso es el dafio oxidativo [101, 106].
Adicionalmente el dafio por estrés oxidativo sigue una dinamica particular ya que
se perpetua indefinidamente una vez iniciado, por lo que las alteraciones por
radicales libres pueden llegar a ser muy severas. La melatonina es una molécula
con muy baja toxicidad, sus propiedades fisicoquimicas favorecen su distribucién
en todos los tejidos incluyendo el Sistema Nervioso Central [106, 109-110]. Por lo
anterior se ha propuesto su uso clinico para tratar condiciones asociadas con dafio

por radicales libres.

En conjunto los resultados del presente estudio permiten diferenciar en
grupos de animales sometidos a un episodio de isquemia cerebral global aguda y
tratamiento con melatonina de manera inmediata de aquellos ausentes del mismo
tratamiento confirmacion de manera adicional por la presencia de actividad theta
con las caracteristicas propias del desarrollo de procesos de aprendizaje y
memoria espacial en los animales que recibieron el tratamiento neuroprotector con
melatonina a diferencia de una actividad theta deficiente y alterada en los

animales ausentes de tratamiento.

Cabe destacar que de acuerdo a las recomendaciones, el efecto

neuroprotector se evalud a largo plazo es decir tres meses después del episodio
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de isquemia y tratamiento neuroprotector de melatonina de tal manera que el
estudio se hace en un SNC que ha pasado por una patologia y reorganizacion de
estructuras y circuitos neuronales con el propésito de la recuperacion de la
funcién y por lo tanto, este restablecimiento de la funcién se puede atribuir a la

melatonina.

Por otro lado de acuerdo a trabajos previos, como respuesta a mecanismos
de reorganizacion de los circuitos neuronales dafados, la preservacion de
neuronas piramidales de la regién CA1l del hipocampo, la citoarquitectura de las
neuronas piramidales remanentes de la region CAl del hipocampo mostraron
caracteristicas diferentes y en el presente estudio observamos la presencia de
actividad theta simultanea a procesos de aprendizaje espacial sin embargo con

caracteristicas diferentes al grupo INTACTO.

Las neuronas piramidales remanentes de los animales tratados con
melatonina mostraron una citoarquitectura diferente a los animales intactos, con
dendritas menos ramificadas y una menor densidad de espinas, pero mayor

proporcion de espinas en forma de hongo [45].
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