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Resumen

Evaluacion histoldgica y funcional del hipocampo de ratas con hipoperfusion cerebral crénica (HCC) y
tratamiento posterior con melatonina

Introduccién. La demencia, una condicién que consiste en el deterioro progresivo de las funciones
cognoscitivas, ha sido considerada como un problema prioritario de salud, puede ser causada por
diversas patologias, entre las que se incluye a la reduccién del flujo sanguineo cerebral atribuible a
hipoperfusion cerebral crénica (HCC). La melatonina ha sido identificada por sus multiples mecanismos
de accién que operan en contra de los procesos celulares y moleculares de dafo cerebral y en favor de
los procesos de plasticidad y recuperacién morfoldgica y funcional, inducidos por la reduccién o
supresién del flujo sanguineo cerebral. Objetivo. Evaluar los efectos de la melatonina en dos esquemas
de administracién sobre los procesos de recuperacidon funcional y morfoldgica del hipocampo, en
condiciones experimentales de hipoperfusién cerebral créonica. Métodos. Se utilizaron ratas macho
adultas Sprague-Dawley, de ocho meses de edad, asignadas aleatoriamente a cualquiera de los
siguientes grupos experimentales: SHAM (n=7): sometidas al modelo de 2VO sin oclusidn de las arterias
carétidas; Vehiculo (VEH) (n=6): HCC con el modelo 2VO y tratamiento con vehiculo (sol. de
propilenglicol al 15% y agua inyectable) a partir del dia 15 después de HCC, durante 30 dias; Melatonina
1 (MEL 1) (n=6): HCC con el modelo 2VO y tratamiento con melatonina, 10 mg/kg/sc a partir del primer
dia después de HCC, durante 53 dias; Melatonina 2 (MEL 2) (n=6): HCC con el modelo 2VO y tratamiento
con melatonina, 10 mg/kg/sc a partir del dia 15 después de HCC, durante 38 dias. Al término de los
tratamientos se evaluaron: el aprendizaje y la memoria espacial (latencia de escape, longitud de
trayectorias y velocidad de nado; permanencia en el cuadrante objetivo donde se ubicaba la plataforma)
en el laberinto acudtico de Morris, la poblacién de neuronas y las caracteristicas de la citoarquitectura
de las neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo. Resultados. Se observé una reduccion
progresiva de la latencia de escape en los dias de prueba sucesivos con diferencias significativas desde el
dia 3 hasta el ultimo dia de prueba, en los grupos SHAM, MEL 1 y MEL 2; en tanto que la reduccion de la
latencia de escape se observo a partir del dia 5 de prueba en el grupo VEH. El tiempo de permanencia
sobre el cuadrante objetivo, en relacién al tiempo de permanencia sobre los otros cuadrantes, durante
la prueba de transferencia, fue significativamente mayor en los grupos SHAM, MEL 1 y MEL 2; en cambio
el grupo VEH no mostré diferencia significativas en el tiempo de permanencia en los diferentes
cuadrantes. La HCC provocé una reduccion significativa en de la poblacion de neuronas piramidales del
segmento CA1 del hipocampo en el grupo VEH (32%) y MEL 1 (22%), con respecto al grupo SHAM, sin
diferencias significativas entre los grupos MEL 2 y SHAM. La HCC provocé una reduccidn significativa de
la longitud de la dendrita apical, de la densidad de espinas dendriticas y de la proporcién de espinas en
hongo, en el grupo VEH y MEL 1, en comparacidn con el grupo SHAM,; sin diferencias significativas entre
los grupos SHAM y MEL 2. Se observd asimismo un incremento significativo de la densidad de espinas
dendriticas en el grupo MEL 2, y de la proporcién de espinas anchas en el grupo VEH, con respecto al
grupo SHAM. Conclusidén. Los resultados sugieren que la melatonina protege contra el dafio y promueve
la recuperacion de las alteraciones funcionales y morfoldgicas provocadas por HCC en el hipocampo.

Palabras clave: Demencia vascular, Neuroproteccion, Hipocampo, Espinas dendriticas, Melatonin.



FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y 2 UM I NH $
BIOLOGICAS %, g o;';,
" % L o
“DR. IGNACIO CHAVEZ” Ftudiod

Abstract

Histological and functional evaluation of the hippocampus of rats with chronic cerebral hypoperfusion
(CCH) and subsequent treatment with melatonin

Introduction. Dementia, a condition consisting of the progressive deterioration of cognitive functions,
has been considered a priority health problem. It can be caused by various pathologies, including
reduced cerebral blood flow due to chronic cerebral hypoperfusion (CCH). Melatonin has been identified
by its multiple mechanisms of action that operate against the cellular and molecular processes of brain
damage, and promoting the processes of plasticity and morphological and functional recovery, induced
by the reduction or suppression of cerebral blood flow. Objective. To evaluate the effects of melatonin
in two administration schedules on the processes of morphologic and functional recovery of the
hippocampus, under experimental conditions of chronic cerebral hypoperfusion. Methods. Eight
month-old male Sprague-Dawley adult rats randomly assigned to any of the following experimental
groups were used: SHAM (n=7): submitted to 2VO model without carotid artery occlusion; Vehicle (VEH)
(n=6): CCH with 2VO model and vehicle treatment (sol. propyleneglycol 15% and water for injection)
starting on day 15 after CCH for 30 days; Melatonin 1 (MEL 1) (n=6): CCH with model 2VO and melatonin
treatment, 10 mg/kg/sc starting on day 1 after CCH, for 53 days; Melatonin 2 (MEL 2) (n=6): CCH with
model 2VO and melatonin treatment, 10 mg/kg/sc starting on day 15 after CCH, for 38 days. At the end
of the treatments, the following were evaluated: spatial learning and memory (escape latency,
trajectory length and swimming speed; permanence in the target quadrant where the platform was
located) in the Morris Water Maze, neuronal population and cytoarchitecture characteristics (apical
dendrite length, density and relative proportions of dendritic spine types) of the pyramidal neurons of
the CAl segment of the hippocampus. Results. A progressive reduction in the escape latency was
observed on successive testing days, with significant differences from day 3 to the last test day in the
SHAM, MEL 1 and MEL 2 groups; while a significant reduction in escape latency was observed from day 5
of the test in the VEH group. The time spent in the target quadrant as compared to the time spent in
the other quadrants , during the probe trial, was significantly higher in the SHAM, MEL 1 and MEL 2
groups; by contrast, the time spent in the four quadrants was not significantly different in the VEH
group CCH caused a significant reduction in the population of pyramidal neurons of the CA1 segment of
the hippocampus in VEH group (32%) and MEL 1 (22%), with respect to the SHAM group, without
significant differences between MEL 2 and SHAM groups. CCH resulted in a significant reduction of
apical dendrite length, dendritic spines density and relative proportion of mushroom dendritic spines in
the VEH and MEL 1 groups compared to the SHAM group, with no significant difference between SHAM
and MEL 2 groups. A significant increase of dendritic spines density in the MEL 2 group and the
proportion of wide spines in the VEH group, compared to the SHAM group, was also observed.
Conclusion. The results suggest that melatonin protects against damage and promotes recovery from
functional and morphological alterations caused by CCH in the hippocampus.

Keywords: Vascular dementia, Neuroproteccion, Hippocampus, Dendritic Spines, Melatonin.



1. Introduccion
El incremento en la esperanza de vida de la poblacidn, ha dado lugar a una mayor incidencia de
enfermedades que se han relacionado con los procesos del envejecimiento, como es el caso de
la demencia, la cual se caracteriza por el deterioro de las funciones cognoscitivas (SSA, 2018).
Ante el aumento progresivo en el nimero de personas en proceso de envejecimiento se ha
estimado que en el afo 2030 la incidencia de demencia en la poblacion mundial se prevé
aumentara de 75 a 150 millones de individuos en el aiio 2050. De hecho, cada afio se registran
cerca de 10 millones de nuevos casos de demencia, el 60% de los cuales ocurren en paises con
ingreso per capita medio y bajo (OMS, 2018).
Por otra parte, en 2015 el costo del tratamiento de demencia a nivel mundial se ha calculado en
USD 818 000 millones, lo que equivale a mas del 1% del producto interno bruto mundial. Se
prevé que en el afio 2030, este costo ascenderd a mas del doble y alcanzara USD 2 billones, lo
gue podria tener importantes repercusiones sociales y econdmicas, especialmente en la
implementacién y operacién de servicios de salud (OMS, 2018).
La causa mas frecuente de demencia en individuos de 60 afios o0 mas es la enfermedad de
Alzheimer (EA), que puede ser la causa del deterioro cognoscitivo en 60-70% de los casos; sin
embargo, las patologias cerebrovasculares han sido también sefaladas como causas frecuentes
de demencia. Asi, se ha propuesto el término deterioro cognitivo vascular para identificar
diferentes expresiones de las alteraciones de las funciones cognoscitivas y conductuales
asociadas a patologias cerebrovasculares. Estas dos patologias no son mutuamente excluyentes
como agentes causales de demencia y pueden ser procesos fisiopatoldgicos concurrentes para
el desarrollo de demencias mixtas (OMS, 2018). En cualquier caso la demencia y el deterioro
cognoscitivo no deben ser considerados como parte del envejecimiento; de hecho, el deterioro
cognoscitivo se ha identificado como una de las principales causas de discapacidad,
dependencia y mala calidad de vida durante el envejecimiento (SSA, 2018).
La hipoperfusion cerebral crénica (HCC) es la reduccion crénica del flujo sanguineo cerebral
(FSC), y forma parte de las enfermedades cerebrovasculares. La HCC puede inducir alteraciones

estructurales y funcionales de las regiones cerebrales involucradas en las funciones
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cognoscitivas, llevando a estados de demencia, especialmente en el curso del envejecimiento
(Gorelick et al., 2011).

El conocimiento de los mecanismos de dafio y recuperacidon morfoldgica y funcional a diversos
niveles de organizacion bioldgica en el sistema nervioso central (SNC), ante la supresion aguda
focal o global del FSC o en el curso de HCC crénica, ha permitido identificar posibles estrategias
de neuroproteccidn. Estas incluyen acciones farmacoldgicas en oposicién a los mecanismos de
dafio y a favor de los procesos de recuperacion funcional en estructuras cerebrales especificas,
entre las que destaca el hipocampo por su gran vulnerabilidad ante la reduccién o supresion del
FSC, estructura cerebral involucrada en la integracion y expresién de las funciones cognoscitivas
(Farkas, Luiten, & Bari, 2007).

A este respecto, se han desarrollado diversos enfoques terapéuticos que inciden en la
prevencion, tratamiento y modificacién del curso temporal del deterioro cognoscitivo, que
caracteriza a las demencias, con repercusiones importantes sobre la calidad de vida y la
atencion a la salud de los individuos afectados por esta patologia, durante el proceso del
envejecimiento (Livingston et al., 2017).

En este sentido se han orientado los estudios tendientes a la caracterizacion de los efectos
neuroprotectores de diversos compuestos quimicos. Tal es el caso de la melatonina, un
compuesto endégeno, secretado principalmente en condiciones fisioldgicas por la glandula
pineal como parte de los procesos neuroenddécrinos asociados al ritmo circadico de los ciclos de
luz/obscuridad y suefio/vigilia en mamiferos (Guerrero, Carrillo-Vico, & Lardone, 2007). Los
efectos neuroprotectores de la melatonina, asi como sus mecanismos de accién, han sido
descritos en multiples estudios efectuados en modelos experimentales de isquemia cerebral
global o focal (Cheung, 2003; Singhanat, Apaijai, Chattipakorn, & Chattipakorn, 2018).

En el presente estudio se analizaron los efectos neuroprotectores de la melatonina en dos
esquemas de administraciéon crénica via subcutanea, sobre la estructura y funcién del
hipocampo en ratas que fueron sometidas a un modelo experimental de simulacion de HCC

mediante el modelo de oclusion bilateral de las arterias carétidas (2VO) provocando una
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reduccion del flujo sanguineo cerebral, induciendo asi un dafio neuronal (Pulsinelli, Jacewicz,

Levy, Petito, & Plum, 1997).
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2. Antecedentes

2.1. Alteraciones fisiopatoldgicas bajo condiciones de hipoperfusién cerebral crénica
El encéfalo humano constituye sélo del 2 al 3 % de la masa corporal total, el suministro de
oxigeno y glucosa que se requiere para satisfacer sus demandas metabdlicas corresponde al
20% y 25 %, respectivamente, de la demanda total del organismo. Dado que el encéfalo no
cuenta con reservas de glucosa, es dependiente solamente del aporte continuo de esta
sustancia energética y de oxigeno, por lo que una reduccién en el flujo sanguineo cerebral (FSC)
podria alterar la funcién neuronal y ocasionar dafio cerebral (Pebet, 2002).
La reduccién del FSC causado por hipoperfusion cerebral crénica (HCC) se asocia a varias
afecciones cerebrovasculares, que incluyen malformaciones arteriovenosas cerebrales,
arteriosclerosis, oclusidon carotidea y enfermedades de los pequefios vasos cerebrales. Las
alteraciones vasculares que causan el deterioro cognoscitivo son variadas. Los cambios que
ocurren en la estructura y funcionamiento de la unidad neurovascular ponen en riesgo la
funcién cerebral causada por las alteraciones del flujo sanguineo (Jellinger, 2013).
La demencia vascular es causada por un grupo heterogéneo de trastornos cerebrales en los que
el deterioro cognitivo es atribuible a patologias cerebrovasculares, es responsable de al menos
el 20% de los casos de demencia, siendo el segundo después de la enfermedad de Alzheimer
(EA) (ladecola, 2013).
La demencia es uno de los problemas de salud mas incapacitantes, afecta la calidad de vida del
individuo y de sus cuidadores. Debido al alto consumo de energia del SNC, las patologias
cerebrovasculares intervienen de manera fundamental en el deterioro cognitivo. Los pacientes
con demencia vascular (DVa) comunmente muestran pérdida de la memoria, fallas en la
atencién y afectacion en pruebas de ejecuciéon, tales como pensamiento ralentizado,
desorientacion, reduccién en habilidades de planeacion, razonamiento, juicio e incapacidad en
la solucién de problemas. Adicionalmente, los pacientes con DVa, tienen dificultades en el
desarrollo de actividades de la vida diaria (Sun, 2018).
La DVa es una consecuencia de la reduccién del flujo sanguineo al cerebro, lo que dara origen a

una patogénesis inducida por la hipoperfusién. La reducciéon en el suministro de oxigeno vy
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nutrientes altera el funcionamiento en la sinapsis y mitocondrias, lo que agrava el dafio
neuronal. Ademas, las enfermedades cerebrovasculares y la hipoperfusién conllevan al dafio de
la barrera hematoencefdlica (BHE), incluyendo la zona del hipocampo. La BHE protege al
cerebro del ingreso de moléculas de la circulacion periférica y su disfuncidon forma parte de la
patogenia de la DVa. Por lo anterior, una estrategia terapéutica para la DVa, requiere el
restablecimiento de la BHE (Sun, 2018).

La interrupcion parcial o total del aporte sanguineo al cerebro puede reducir el soporte
metabdlico que provee de energia e impedir la eliminacidon de productos de desecho a las
células nerviosas, lo cual provoca varias alteraciones para el correcto funcionamiento neuronal,
como lo es la disminuciéon de la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) y posteriormente
alteraciones en los gradientes idnicos transmembranales. Los canales idnicos de la membrana
celular (principalmente de Na* y K*) y de los organelos celulares que dependen de ATP, pierden
la capacidad de mantener la homeostasis idnica, lo que genera la entrada descontrolada a la
célula de Ca?*, Na* y agua y la salida de K* al medio extracelular (desequilibrio iénico) (Pebet,
2002). Como consecuencia, se pierde el equilibrio y la regulacion en el potencial de membrana,
lo que contribuye el ingreso adicional de Ca?*, produciendo despolarizacién permanente y
poniendo en marcha una cascada de eventos que pueden conducir a la muerte celular. Por lo
anterior, el ingreso excesivo y no regulado de Ca?* al interior de las células a través de los
canales idnicos operados por voltaje y por la activacidon anormal de receptores glutamatérgicos,
debida a la liberacidn excesiva de glutamato (excitotoxicidad), puede desencadenar procesos
celulares desregulados que promueven alteraciones mitocondriales, en el transporte
membranal y en la sintesis de proteinas; asi como activacién directa de lipasas, proteasas y
endonucleasas dependientes de Ca?* (Lipton, 1999). Como consecuencia, puede haber una
sobreproduccién de radicales libres, dano a las mitocondrias, lipoperoxidacion de las
membranas celulares, daino a macromoléculas y al citoesqueleto, activaciéon de citocinas
proinflamatorias e induccién de la liberacion de aminas bidgenas (noradrenalina, serotonina),
gue por su accidon vasoconstrictora reducen aun mas el FSC. Por lo tanto, la activacién de

cascadas de sefializacién proapoptdticas mantienen condiciones que pueden dar lugar a dafio

Q.F.B. JOSE ULISES CHIJATE BAZAN 5



estructural, funcional y muerte neuronal (Sugawara et al., 2004). El orden de vulnerabilidad
neuronal a éste dafio, en orden decreciente, comienza con las neuronas piramidales del
segmento CA1l del cuerno de Ammon del hipocampo, las células de Purkinje del cerebelo,
neuronas espinosas pequefias y medianas del cuerpo estriado y las neuronas piramidales de las
capas 3 y 5 de la corteza cerebral (Lipton, 1999; Pebet, 2002; Pulsinelli, 1985; Pulsinelli et al.,
1997).

2.2. Estudios clinicos

El término hipoperfusion hace referencia a condiciones de "flujo sanguineo inadecuado”,
"defectos de perfusion” o "disfunciéon de la autorregulaciéon". Este fendmeno puede afectar
todo el cerebro o estructuras cerebrales antes mencionadas. Se cree que algunos trastornos
clinicos definidos, que incluyen insuficiencia cardiaca, hipotensién, aterosclerosis de vasos
grandes o pequefos y estenosis carotidea, causan trastornos cerebrales progresivos debido a
hipoperfusion crénica. Se ha sugerido que esta condicidn puede ser una causa importante de
demencia en pacientes con enfermedades cerebro vasculares en las que la oclusidn progresiva
de los vasos sanguineos que proveen de irrigacidon al cerebro, da lugar a diversas alteraciones y
finalmente al deterioro y la pérdida de las funciones y capacidades cognoscitivas (ladecola,
Hachinski, & Rosenberg, 2010).

Dada la importancia de la patologia vascular en el deterioro cognitivo, los factores de riesgo
vasculares se destacan por su implicacién en la DVa. Los factores de riesgo modificables son la
obesidad, hipertensién, tabaquismo y diabetes mellitus, los cuales representan el 25% de la
demencia en la poblacién. Notablemente la obesidad e hipertensién son los dos factores que se
destacan como los mas perjudiciales para la salud cerebral cuando se presentan en la edad

mediana del paciente (Wolters & lkram, 2019).

2.3. Estudios experimentales
La aproximacién a las caracteristicas del dafio cerebral y las alteraciones de las funciones

cognoscitivas atribuibles a HCC, como podria presentarse en seres humanos, ha sido realizado
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mediante modelos de dicha patologia en animales de experimentacion (Sarti, Pantoni, Bartolini,
& Inzitari, 2002). De esta manera, la oclusidn permanente o la seccion bilateral, simultanea o
secuencial, de las arterias cardtidas comunes (2V0O), en ratas, dejando el suministro de sangre al
cerebro dependiente solamente de las arterias vertebrales y su redistribucién a partir del
poligono de Willis, ha sido considerado como un modelo adecuado de HCC (Cechetti et al.,
2012; Farkas et al., 2007).

El modelo 2VO en ratas se ha utilizado ampliamente, el cual causa una reduccién del FSC de
aproximadamente 35 a 45% en areas corticales y del 60% en el hipocampo (Bink, Ritz, Aronica,
van der Weerd, & Daemen, 2013; Cechetti et al., 2012), ademas, se ha mostrado que la HCC
provoca la muerte de las neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo, las cuales son parte fundamental del circuito trisindptico, donde se realiza la
adquisicidon y procesamiento de la informacion involucrada en los procesos de aprendizaje y
memoria (Farkas et al., 2007; Ohta, Nishikawa, Kimura, Anayama, & Miyamoto, 1997; Otori et
al., 2003).

2.4. El modelo de hipoperfusion cerebral cronica como modelo de deterioro cognoscitivo y
demencia

La oclusion permanente de las arterias cardtidas comunes en ratas (2VO) es un modelo
experimental ampliamente aceptado como un procedimiento adecuado para simular HCC,
como ocurre en el envejecimiento humano y estadios de demencia (Farkas et al., 2007). La
hipoperfusién mantiene un estado crénico de hipoxia e hipoglucemia moderada, una condicién
fisiopatoldgica muy parecida a la HCC presente en el envejecimiento humano y demencia. La
cercania de igualar una condicién patolégica en modelos animales es una adecuada
aproximacion para dilucidar las relaciones causales y los datos experimentales con
enfermedades humanas. Por esta razon, el modelo de 2V0 en ratas se ha establecido como un
procedimiento para investigar los efectos de la HCC sobre la disfuncion cognitiva y procesos

neurodegenerativos (Farkas et al., 2007; Otori et al., 2003).
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El modelo de 2VO ha sido caracterizado por diversos autores, quienes han descrito la magnitud
de la pérdida de las neuronas piramidales en CA1 en funcion del transcurso del tiempo, a partir
del inicio de la isquemia (Cechetti, Worm, Pereira, Siqueira, & Netto, 2010). En estas
condiciones se observé que la pérdida neuronal en CA1 se incrementa progresivamente, de tal
manera que en el término de 3 meses la poblacidn neuronal de CA1 se ha reducido al menos en
un 30% (Ni, Ohta, Matsumoto, & Watanabe, 1994). Esta pérdida neuronal va acompafiada por
un incremento notable en la activacidn de las células gliales (Cechetti et al., 2010; Farkas et al.,
2007; Ohta et al., 1997). La lesién se debe fundamentalmente a fendmenos proapoptéticos,
estrés oxidativo y fendmenos proinflamatorios originados por la activacién glial como

consecuencia de la HCC (Cechetti et al., 2012).

2.5. Caracteristicas generales del modelo de HCC

El modelo de HCC se realiza bajo anestesia general y condiciones asépticas. Se localiza la vaina
carotidea de la arteria cardtida comun izquierda, a través de una incisién en la piel, en la linea
media del cuello, proximal al esternén y mediante diseccién roma del tejido celular subcutdneo
y fibras musculares; la arteria carétida comun izquierda se separa cuidadosamente del nervio
vago para colocar una doble ligadura antes de la bifurcacion que da origen a las arterias
cardtidas interna y externa; en estas condiciones se hace el corte de la arteria cardtida comun
entre las ligaduras. Siete dias después se realiza el mismo procedimiento en la arteria cardtida
comun derecha (Azzubaidi, Saxena, Talib, Ahmed, & Dogarai, 2012; Cechetti et al., 2010; Farkas
et al., 2007).

2.6. Mecanismos de neuroplasticidad inducidos en condiciones de reduccion del flujo
sanguineo cerebral

La HCC es un tipo de isquemia cerebral que reduce gradualmente el FSC. En edades avanzadas

el dafio cerebrovascular causado por la reduccién del FSC es mayor en areas importantes del

cerebro, incluida la materia blanca (Ghasemi et al., 2020). Los diferentes fenédmenos celulares

inducidos por HCC que dan lugar a dafio cerebral o de recuperaciéon ya mencionados, pueden
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ocurrir en forma secuencial o de manera simultanea. Sus latencias y curso temporal pueden ir
desde minutos hasta semanas y son referencias importantes para establecer su relevancia en
los periodos criticos para el dafio y muerte neuronal; lo mismo que para establecer las
“ventanas de oportunidad terapéutica” para procedimientos neuroprotectores especificos
(Lipton, 1999; Pulsinelli et al., 1997).

La prevencién y el tratamiento en las primeras etapas de una lesion cerebral son deseables. Sin
embargo, la escasez actual de métodos para la prevencién, deteccion y tratamiento fuera de
esta ventana de oportunidad va agravando las lesiones cerebrales. La rehabilitacién es un
enfoque empirico que tiene como objetivo mejorarla funcidon cerebral mediante Ia
estimulacion de la plasticidad posterior a la lesién, aunque los mecanismos precisos por los
cuales esta rehabilitacion funciona no estan claros (Sizonenko, Bednarek, & Gressens, 2007).

La neuroproteccion se define como cualquier estrategia, o una combinacion de estrategias, que
antagonizan, interrumpen o retrasan la secuencia de eventos bioquimicos y moleculares
perjudiciales que, si no se controlan, podria conducir a una lesién isquémica irreversible
(Ginsberg, 2009; Leker & Shohami, 2002). Asi, los procedimientos de neuroproteccidon se
sustentan en la relacién de oposicidon entre los mecanismos fisiopatoldgicos de daio celular y

el mecanismo de accidn del farmaco neuroprotector (Ginsberg, 2009; Wiendl et al., 2015).

2.7. Mecanismos de daifo cerebral en condiciones de hipoperfusion cerebral cronica que
dan por resultado alteraciones de la estructura y del funcionamiento del hipocampo

Uno de los principales mecanismos de dafio causado por la HCC es el estrés oxidativo, generado
por un desbalance entre los agentes oxidantes y los antioxidantes en el organismo, resultando
en dafio al endotelio vascular, dafio a la glia y neuronas, lo que lleva a un desacoplamiento
neurovascular y una reduccién adicional del FSC. El exceso de especies reactivas de oxigeno
(ERO) altera la funcién mitocondrial y promueve el estrés oxidativo. Los radicales libres tienen
efectos toxicos ocasionando dafio a los componentes celulares, incluyendo proteinas, lipidos,
ADN y ARN. La hipoxia cerebral puede llevar a un aumento de factores vasculares inflamatorios,

asi como desencadenar disfuncién endotelial vascular y aumento de la permeabilidad en la
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BHE. Ademas, algunas especies reactivas actian como mensajeros en vias de sefalizacién, y
alteran las vias normales de la célula, lo que podria conducir a la muerte celular como apoptosis
o necrosis. Los radicales libres incluyendo superéxido, hidroxilo y peroxinitrito también son
mediadores importantes de dafio inflamatorio al tejido cerebral, de la activacion y secrecidon de
citocinas inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral a (TNF- a), interleucina-1 e
interleucina-6 (IL-6); asi como la expresién y activacion de la éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS) y la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) (Ghasemi et al., 2020).

Otro dafio causado por la HCC es la lesion a la materia blanca (MB) y pérdida neuronal por
neuroinflamacién. Las areas cerebrales mas estudiadas son el cuerpo calloso y el hipocampo, lo
cual conduce a una disfuncién en el aprendizaje y la memoria. En la neuroinflamacion las
células inmunes que se activan son la microglia y los astrocitos, los cuales regulan las citosinas,
guimiocinas, vias inflamatorias y mediadores inflamatorios desempefiando papeles vitales en la
fisiopatologia de la HCC (Du et al., 2017).

Los sistemas de neurotransmision son fundamentales para el SNC, contribuyen a una funcidn
normal del cerebro. Los neurotransmisores son esenciales para el procesamiento de la
informacidén, lo que indica que la modificacidon de los sistemas de neurotransmisién podria
conducir a una disfuncion cognitiva. Varios estudios han detectado la disminucién de multiples
neurotransmisores por el modelo de HCC, como la acetilcolina (Ach), la dopamina (DA), el 4cido
gamma-aminobutirico (GABA) y el glutamato. La expresidn y funcién de los receptores de
neurotransmisores es también afectada por la HCC, la reduccidn en estos receptores es
consecuencia importante de neurodegeneracion (Du et al., 2017).

La reduccién del FSC, causa una falla energética, reflejada por cambios en los metabolitos
energéticos, adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP), adenosin monofosfato (AMP),
fosfocreatina y adenosina. La disminucion de energia se debe principalmente a la alteracion en
las mitocondrias las cuales son vulnerables a una reduccién del FSC y son encargados de
suministrar la mayor parte de la energia necesaria para la actividad celular. También participan
en la regulacion del estado redox intracelular y el almacenamiento del ion Ca?*, asi como en la

activacion de la apoptosis celular y las vias de sefializacién citoplasmatica (Du et al., 2017).
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Los factores de crecimiento son sustancias que promueven el crecimiento, proliferacion y
diferenciacién. Entre todo ellos se encuentra el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
que es secretado en el cerebro y se distribuye en el SNC, especialmente en el hipocampo y la
corteza. El BDNF actua como respuesta protectora endégena a la lesion por HCC, donde se ha
observado que a las 6 h después de la oclusion de dos vasos 2VO, el ARNm asi como la proteina
de BDNF aumenta en el hipocampo. Algunos otros factores de crecimiento como el factor de
crecimiento nervioso (NGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VAGF) también
cambiaron por la HCC, otorgando diferentes efectos neuroprotectores (Du et al., 2017).

El hipocampo es una estructura subcortical bilateral involucrada en la formacidn, organizacién y
recuperaciéon de la memoria. Anatémicamente la formacidon hipocampal esta organizada por
cuerno de Ammon (hipocampo propio) y el giro dentado el complejo subicular, formado por el
presubiculum, el subiculum y el parasubiculum; y la corteza entorrinal. El cuerno de Ammon se
subdivide en las regiones CA1, CA2, CA3 e hillus (Graves et al., 2012). En la region CA1l del
hipocampo el principal tipo de célula es la neurona piramidal excitatoria. Estas neuronas
integran la informacién espacial, contextual y emocional que transmiten del hipocampo hacia
otras regiones del cerebro. Las células piramidales de las regiones CA1l y del subiculo realizan
estas funciones disparando potenciales de accidn de manera individual o en cumulos de alta
frecuencia. Estos patrones son funcionalmente distintos, ya que los potenciales en cumulos
pueden tener como objetivo incrementar la seguridad de la comunicacion sindptica
aumentando la probabilidad de evocar un potencial de accién post sindptico y ademas en la
induccidon de la plasticidad (Graves et al.,, 2012; Wible, 2013). Una particularidad de las
neuronas excitatorias en comparaciéon con las neuronas inhibitorias son sus caracteristicas
morfoldgicas, siendo la mas prominente la presencia de espinas dendriticas en las neuronas
excitatorias, mientras que muy pocas neuronas inhibitorias las poseen (Scheuss & Bonhoeffer,
2014).

Debido a que las alteraciones cognoscitivas son centrales en casos de demencia, existen
diferentes pruebas funcionales disponibles para evaluar el dafio ocasionado en ratas con 2VO.

Se ha reportado un aumento en la tasa de error en el laberinto radial de 8 brazos, sugiriendo
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una reduccion en el proceso de aprendizaje; asi como déficits y latencias prolongadas en el
laberinto acudtico de Morris (LAM); desempefio pobre en el laberinto elevado en T, laberinto
en Yy en la prueba de reconocimiento de objetos (Venkat, Chopp, & Chen, 2015).

El papel del hipocampo en la memoria relacional (declarativa) consiste en unir multiples
entradas para crear y permitir el almacenamiento de representaciones de las asociaciones
entre los elementos constitutivos de escenas y eventos. Una mala activacién del hipocampo
podria afectar las regiones corticales perceptuales; especialmente aquellas que muestran una
gran conectividad funcional dentro del sistema hipocampal (Farkas et al., 2007; Pulsinelli,
1985).

La lesién de dichas estructuras cerebrales en condiciones de HCC se debe fundamentalmente a
fendmenos proapoptodticos, estrés oxidativo y fendmenos proinflamatorios originados por la
activacion glial como consecuencia de la HCC (Cechetti et al., 2012).

La participaciéon del hipocampo en la memoria estad relacionada con el funcionamiento del
circuito trisinaptico por el que crea y permite el almacenamiento de representaciones de
escenarios y eventos que el individuo ha experimentado. Este procesamiento inicial de la
informacién permitira el almacenamiento ulterior de memoria a largo plazo distribuida en
diversas regiones corticales. Una activaciéon aberrante del hipocampo podria afectar las
regiones corticales perceptuales; especialmente aquellas que muestran una gran conectividad

funcional dentro del sistema hipocampal (Wible, 2013).

2.8. Aprendizaje y memoria
La memoria y el aprendizaje son capacidades que tienen los seres vivos y son el medio principal
para adaptarse al ambiente que los rodea y a sus modificaciones (Almaguer-Melian & Bergado-
Rosado, 2002; Morgado, 2005). Los individuos nacen sin conocimientos sobre su ambiente y es
a través de la experiencia que adquieren la informacién necesaria para modificar su conducta y
procurar su sobrevivencia. El aprendizaje, o la obtencion de nueva informacion del medio, vy la

memoria, o en conjunto los procesos de codificacidn, almacenamiento vy recuperacién de la
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informacién adquirida son la base de la adaptabilidad funcional de la conducta (Kandel,
Schwartz, Jessell, Agud, & Hernando Saudan, 2001).

El aprendizaje es el proceso complejo por el cual se obtienen nuevos conocimientos acerca del
mundo que nos rodea. Su importancia radica en que estos sucesos moldean en gran parte la
conducta (Sweatt, 2003), de esta manera las experiencias producen cambios en el SNC, que
pueden ser duraderos y se manifiestan en el comportamiento de los organismos (Morgado,
2005)

Hay formas de aprendizaje que requieren del uso de los sentidos y de una eficiente codificacion
para cada tipo de estimulo, lo cual depende de estructuras cerebrales diferentes e
interconectadas (Kandel et al., 2001). Por ejemplo la capacidad de integrar un conjunto de
elementos en un contexto depende del hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala (Maren,
Phan, & Liberzon, 2013; Rudy, 2009).

La memoria es el proceso a través del cual la informacidn aprendida es integrada, almacenada y
posteriormente recuperada (Kandel et al., 2001). La memoria se ha clasificado en explicita (ME)
o declarativa e implicita (MI) o no declarativa. La primera se refiere a la memoria de tipo
episddica (fig. 1), que es la capacidad de recordar los acontecimientos de la experiencia
personal o eventos, y la memoria de tipo semantica, que consiste en recuperar conocimientos
objetivos o hechos. La memoria no declarativa por otra parte, abarca los procesos mentales
gue no requieren de un proceso de recuperaciéon voluntario, como las habilidades motoras, la

percepcion, y las emociones (Kandel et al., 2001).
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memoria a largo plazo
Explicita Implicita
(declarativa) (no declarativa)
Hechos Eventos Imprimacion Procedural Aprendizaje Aprendizaje no
(semantica) (episodica) (habilidades asociativo: asociativo: habituacion
y habitos) condicionamiento y sensibilizacion
Wme
Respuestas Musculatura
emocionales esquelética
Lébulo temporal medial Neocorteza Cuerpo Vias
Hipocampo estriado AMigdala  Cerebeio reflejas

Figura 1. Clasificacién de tipos de meoria. Se ha elaborado una clasificacidon de los tipos de memoria,
adquiridos de la practica clinica y la experimentacidon animal. Tomado de principios de neurociencia

(Kandel et al., 2001).

El funcionamiento adecuado del circuito hipocampal es crucial en la memoria de tipo explicita y
estd particularmente involucrado en resolver tareas que comprenden relaciones espaciales,
como la separacién de patrones: la capacidad de eliminar la redundancia de eventos o
contextos similares de forma que puedan ser diferenciados (Aimone, Deng, & Gage, 2011;
Cameron & Glover, 2015; Maren et al., 2013; Whissell et al., 2013). La separacién de patrones
involucra ademas la capacidad de los individuos de recordar elementos clave de un ambiente
como la presencia de estimulos aversivos, asi entonces el hipocampo es también fundamental
para recordar contextos (Koehl & Abrous, 2011; Maren et al., 2013).

Para el estudio del aprendizaje y la memoria de tipo declarativa se pueden utilizar diferentes
pruebas, como el Laberinto Acuatico de Morris (LAM), hay una amplia evidencia de su validez
como una medida de la navegacién espacial dependiente del hipocampo y la memoria, es
especifico para la evaluacion del aprendizaje. El rendimiento del LAM se ha relacionado con la
potenciacion a largo plazo (LTP) y la funcién del receptor acido N-metil-D-aspartico (NMDA) por

lo que es una técnica clave en la investigacion de los circuitos del hipocampo. Y es asi que el
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control de evaluacion en el aprendizaje en esta prueba serd medir la reduccién del tiempo que
el animal tarda en encontrar la plataforma (Vorhees & Williams, 2006).

Investigaciones de la ultima década adjudican al nacimiento de nuevas neuronas o
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo un papel preponderante tanto en la separacion

de patrones, como en la memoria aversiva contextual (Koehl & Abrous, 2011).

2.9. Citoesqueleto y espinas dendriticas (caracteristicas y funciones)

La neuroplasticidad es un proceso mediante el cual las neuronas forman redes complejas, que
incluye la formacién de nuevas neuronas (neurogénesis), su diferenciacion (axogénesis y
dendritogénesis) y el establecimiento de una conectividad adecuada en los circuitos neuronales
(sinaptogénesis) permitiendo la supervivencia y la buena adaptacién del organismo al medio
ambiente (Valdes-Tovar et al., 2018).

La plasticidad neuronal es dependientede la actividad vy funcidon sinapticala cual
desempeia un papel esencial en las funciones cognitivas, incluido el aprendizaje y la memoria
(Borovac, Bosch, & Okamoto, 2018). En una neurona, el citoesqueleto es una estructura muy
dindmica que responde y se adapta rapidamente a diferentes sefiales intrinsecas y extrinsecas
(Hu, An, & Chen, 2015).

La organizacion estructural del citoesqueleto regula funciones celulares primordiales como son
la morfologia celular, divisién celular, exocitosis, endocitosis, adhesién celular, movimiento
citoplasmatico, polaridad celular, locomocién, movimiento de organelos, etc. (Benitez-King,
2000). El citoesqueleto se compone por diferentes proteinas estructurales en las que se
incluyen la actina, tubulina y proteinas asociadas. En el sistema nervioso, las fuerzas generadas
por la dinamica de los microtubulos son cruciales para la guia y el alargamiento de los axones
(Hu et al.,, 2015). Los microtubulos (MTs) son polimeros del citoesqueleto compuestos de
subunidades repetidas de tubulina. Son estructuras dindmicas que se polimerizan y des
polimerizan en uno de sus extremos. La dinamica de los microtubulos es particularmente
importante en las neuronas, células con una morfologia polarizada y un citoesqueleto en

constante cambio en respuesta a estimulos y regulado por una amplia variedad de proteinas
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asociadas a los microtubulos (MAPs). Este proceso dindmico en las dendritas es parte de los
mecanismos que influyen en el aprendizaje y memoria ademas se alteran en enfermedades
neurodegenerativas (Fiala, Spacek, & Harris, 2002). En el axén de la neurona la zona positiva de
los microtubulos estd orientada hacia el extremo lejano del soma celular mientras que en las
dendritas los MTs son de polaridad mixta con extremos positivos y negativos dirigidos hacia el
soma. La neurona es particularmente abundante en MAPs que estabilizan y mantienen unidos a
los MTs. La importancia de esta organizacion favorece la estabilidad estructural necesaria en el
funcionamiento celular asi como el trafico constante de moléculas a través de dendritas y
axon. Las neuronas responden a estimulos y la dindmica de los MTs es un factor importante en
la plasticidad neuronal. La plasticidad es especialmente importante para las neuronas en el
mantenimiento de su polaridad. Una zona neuronal caracteristica de cambios plasticos es la
sinapsis, la unién entre el botdn presinaptico y la espina dendritica posindptica. Los cambios
morfolégicos y moleculares en la sinapsis, sustentan directamente funciones como el
aprendizaje y la memoria. Se sabe que los microtibulos participan en la definicion de la
estructura de los circuitos neuronales que constituyen los axones y las dendritas y que, ademas,
participan en el fendmeno de la plasticidad neuronal favoreciendo las conexiones
interneuronales. Los MTs constituyen un sistema de rieles sobre los cuales se transportan las
vesiculas desde el soma de la neuronas hasta las terminales sindpticas o viceversa (transporte
anterégrado y retrégado) (Benitez-King, 2000). En el sistema nervioso, las fuerzas generadas
por la dindmica de los MTs son cruciales para la guia y el alargamiento de los axones (Hu et al.,
2015).

Los filamentos intermedios, que son otros componentes del citoesqueleto, participan como
soporte de otros organelos celulares, y determinan el calibre de los axones (Benitez-King,
2000).

La actina es la proteina mds abundante, encontrandose en tres isoformas actina a, B y vy
(Dominguez & Holmes, 2011). Un filamento de actina es ensamblado por numerosos
mondmeros de actina a través de interacciones no covalentes. Se somete a una polimerizacidn

y despolimerizacion dindmica y controlada para lograr que las organizaciones apropiadas se
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adapten a las tensiones mecanicas (Hu et al., 2015). El citoesqueleto de actina postsindptico no
es una estructura estatica sino altamente dindmica. Esta dinamica de los filamentos de actina a
través de la interaccion con varias proteinas de unidn a actinay mensajeros de sefalizacion
postsindpticos propician la formacion, el mantenimiento y la modulacion de las espinas
dendriticas (Borovac et al., 2018). Los filamentos de actina se enriquecen en los terminales pre
y postsindpticos, controlando la sinaptogénesis dindmica, regulando la plasticidad de las
espinas y ajustando la actividad sindptica (Hu et al., 2015).

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias que reciben entradas sindpticas
excitadoras y compartimentan las respuestas postsinapticas, fueron descritas por primera vez
por Ramén y Cajal hace mas de cien afios y se ha pensado que proporcionan una base
morfoldgica para la plasticidad sinaptica y juegan un papel importante en el aprendizaje y la
memoria (Hering & Sheng, 2001; Korobova & Svitkina, 2010). Las espinas dendriticas juegan un
papel clave en el funcionamiento apropiado del cerebro y alteraciones en la plasticidad de las
espinas se asocia a enfermedades y neurodegeneracion (Dent, 2017). En consecuencia,
la densidad de espinas dendriticas indica directamente el nimero de entradas sindpticas
excitadoras en una neurona en particular. Las espinas dendriticas son en gran parte
heterogéneas en tamano y forma. La morfologia de las espinas dendriticas se puede clasificar
generalmente en tres clases: la espina gorda, que carece de un cuello aparente; la espina
delgada, que contiene una pequeiia cabeza bulbosa y un cuello delgado y largo; y en forma de
hongo que contiene una cabeza grande en forma de hongo. Ademds, hay protuberancias
dendriticas alargadas llamadas filopodios y no poseen cabezas distintivas. Se cree que la
propiedad funcional de las espinas dendriticas esta altamente correlacionada con su morfologia

(Lai & Ip, 2013).

2.10. Caracteristicas de la melatonina en condiciones fisioldgicas
La melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) es una hormona sintetizada y secretada durante
la fase de oscuridad del dia. La funcién principal de la melatonina secretada por la glandula

pineal es transmitir la informacion de los ciclos diarios de luz y oscuridad al organismo.
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Mediante su patrén de secrecidén durante la oscuridad, la melatonina indica la duracién de la
noche. Esta informacidn es util para la organizacion de las funciones que responden a cambios
en fotoperiodo tales como ritmos circadianos o estacionales (Cardinali & Pevet, 1998).

La melatonina participa en una amplia variedad de funciones como: la regulacion circadica y
estacional, regulacién del suefio, regulacién del sistema inmune, inhibicién del crecimiento
tumoral, regulaciéon de la presidn arterial y captura de radicales libres. La melatonina presenta
un perfil ritmico de produccién proporcional a la edad y la hora del dia, con valores minimos
diurnos y maximos nocturnos (fig. 2). Este perfil presenta también una constante disminucién a
lo largo de la vida, su produccidn ritmica comienza desde los tres meses de edad y aumenta
gradualmente hasta alcanzar concentraciones maximas a los ocho y los diez afios y
disminuyendo en la pubertad (Guerrero et al., 2007).

La secrecién de melatonina disminuye gradualmente a lo largo de la vida y esta disminucidn se
puede manifestar con una menor eficacia del suefio en el anciano. La deficiencia de melatonina
puede afectar la proteccion antioxidante durante el envejecimiento asi como agravar o

favorecer el desarrollo de otras enfermedades relacionadas con la edad (Karasek, 2004).
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Figura 2. Cambios en la amplitud del ritmo circadiano de melatonina respecto a la edad y hora del dia.
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Entre 45-55 afos desciende un 40%, y a los 65 afos el pico ha descendido un 80%, lo que hace que se

pierda la sefial cronobidtica de la melatonina (Escames & Acuiia-Castroviejo, 2009).

La melatonina se sintetiza a partir de la serotonina a través de dos reacciones catalizadas por
enzimas (fig. 3). Una vez formada, difunde hacia los capilares sanguineos y liquido
cefalorraquideo (LCR), llegando en primer lugar al tercer ventriculo seguido de los ventriculos
laterales. De hecho, la concentracion de melatonina en el LCR es 5 a 10 veces mayor que la
concentracion sanguinea, medida de manera simultdnea (Tricoire, Locatelli, Chemineau, &

Malpaux, 2002).
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Figura 3. Sintesis de melatonina (Guerrero et al., 2007).

La melatonina, es una molécula anfipdtica, propiedad que le permite atravesar las membranas
celulares con facilidad y puede concentrarse dentro de organelos subcelulares incluyendo la
mitocondria (Menendez-Pelaez & Reiter, 1993), por esta propiedad la melatonina y sus
metabolitos poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiapoptéticas bien
conocidas en el SNC (Bin-Jaliah & Sakr, 2018).

El estrés oxidativo representa una amenaza a la integridad quimica de las biomoléculas tales
como lipidos, proteinas y ADN. El daifo oxidativo a estas moléculas se le relaciona con diversas
patologias tales como enfermedades neurodegenerativas, diversos tipos de cancer entre
muchas otras. Existen mecanismos de defensa de tipo enzimdaticos a los cuales se suman
compuestos llamados antioxidantes, que ofrecen proteccidon quimica contra los efectos nocivos
del estrés oxidativo. Entre estos antioxidantes, la melatonina y sus metabolitos constituyen una
familia de compuestos quimicamente eficiente. La proteccidon antioxidante continua de la
melatonina y sus metabolitos, con variados mecanismos de accién, se le denominan proteccién

en cascada. Por lo tanto, la proteccion de la melatonina contra el estrés oxidativo es
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excepcional respecto a otros antioxidantes, versatil y colectiva lo que la convierte en una de las
mejores defensas naturales contra el estrés oxidativo (Galano & Reiter, 2018).

A la fecha, se han propuesto muchos mecanismos causantes de la alteracién o pérdida de
espinas dendriticas en la EA. Estos cambios estructurales se relacionan con el detrimento de la
memoria. Las neuronas del hipocampo participan en la integraciéon de la memoria espacial y se
pierden en estados de demencia. La melatonina aumenta la maduraciéon y complejidad de
dendritas en neuronas nuevas formadas en el giro dentado en ratones adultos (Dominguez-
Alonso, Ramirez-Rodriguez, & Benitez-King, 2012) y repara la perdida de dendritas de neuronas
piramidales del hipocampo mediante el aumento de las concentraciones de calmodulina,
activando la protein-cinasa Il dependiente del complejo Ca 2*/calmodulina (CaMKIl)
favoreciendo la dendritogenesis a través de la activacion de la protein-cinasa C (PKC) efecto via
receptor (Shukla, Sotthibundhu, & Govitrapong, 2020)

Los efectos neuroprotectores que se le atribuyen son principalmente la capacidad que tiene de
eliminar radicales y sus propiedades antioxidantes. Ademds del potencial efecto antioxidante
directo posee varios mecanismos que son responsables de sus efectos beneficiosos, como la
inhibicién de la inflamacién, proteccién de la unidad neurovascular y la inhibicién de la
apoptosis. La melatonina tiene la capacidad de aumentar directamente la actividad de enzimas
antioxidantes que incluyen a la superéxido dismutasa (SOD) y glutatién peréxidasa (GPX), estos
cambios mejoran la capacidad de defensa antioxidante de una célula (Ozacmak, Barut, &
Ozacmak, 2009).

La melatonina aumenta la actividad de los complejos | y IV de la cadena de transporte de
electrones de una manera dependiente del tiempo en tejidos cerebrales y hepdaticos. Se ha
reportado en diversos estudios que la melatonina interactia con los complejos de la cadena de
electrones donando electrones y como un intermediario oxidado, aceptando electrones, ambas
acciones favorecen el flujo de electrones (Menendez-Pelaez & Reiter, 1993; Tricoire et al.,
2002).

La melatonina es una molécula atrapadora de radicales libres y actla como antioxidante de

lipidos y por estas caracteristicas la melatonina se ha propuesto como agente neuroprotector.
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Adicionalmente tiene funciones antiexcitadoras y en dosis suficientes, efectos sedantes
(Menendez-Pelaez & Reiter, 1993; Tricoire et al., 2002).

La melatonina participa en muchas de estas acciones a través de mecanismos mediados por
receptores de membrana como MT1y MT; acoplados a proteina G y receptores nucleares como
RZR/ROR. La familia de receptores MT desarrollan diversos mecanismos de transduccion de
sefiales que culminan en respuestas fisioldgicas especificas. La melatonina, por su caracter
anfifilico, también actua directamente en las células sin la participaciéon de receptores a través
de su unidén a calmodulina, o a través de la activacion de la PKC (Reiter & Tan, 2002).

A medida que el envejecimiento progresa se pierde la capacidad de autorregulacién del FSC que
posiblemente contribuye a la DVa. Estudios sugieren a la melatonina como un mediador
importante para la etiologia de DVa, dado que su concentracidn disminuye gradualmente con el

envejecimiento (Ozacmak et al., 2009).

2.11. La melatonina en la neurogénesis

La formacidon de nuevas neuronas en el cerebro adulto ocurre durante toda la vida. Sin
embargo, la neurogénesis en modelos experimentales, disminuye durante el envejecimiento y
se altera en algunos trastornos neuropsiquiadtricos como la depresién y demencia (Ramirez-
Rodriguez, Ortiz-Lopez, Dominguez-Alonso, Benitez-King, & Kempermann, 2011).

La organizacidén del citoesqueleto cambia en sincronia con el fotoperiodo y esta relacionada con
los niveles séricos de melatonina circulante en la fase oscura, en ratas pinealectomizadas, lo
gue provoca una disminucién en densidad de espinas dendriticas. La administracion de
melatonina a ratas pinealectomizadas provoca un aumento robusto en el contenido de
microfilamentos en el hipocampo (De Reviers, Tillet, & Pelletier, 1991). La organizacion de
microfilamentos se modula con el fotoperiodo mediante la sefalizacion de melatonina
(Jiménez-Rubio, Ortiz-Lépez, & Benitez-King, 2012).

La melatonina puede aumentar la neuroplasticidad en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) que
actua sobre el sistema glutamatérgico (Valdes-Tovar et al., 2018). La melatonina estimula las

etapas tempranas de la formacion de neuritas, un proceso que se sabe antecede a la formacién
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de dendritas y la maduracion de la dendrita en la neurogénesis adulta que se produce en el giro
dentado (Dominguez-Alonso et al., 2012). La melatonina podria ser un adyuvante util que
apoye el reclutamiento apropiado de nuevas neuronas (Ramirez-Rodriguez et al., 2011).

En roedores, la melatonina estimula todas las etapas de la neuroplasticidad. Se sabe que la
melatonina también estimula la dendritogénesis y la sinaptogénesis en el hipocampo (Valdes-
Tovar et al., 2018). Ademads, la melatonina aumenta la formacidn axonal en cultivo de neuronas
de hipocampo de ratas (Liu, Clough, & Dubocovich, 2017), y también potencia el proceso de la
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo de ratones C3H / HeN adultos (Liu, Somera-
Molina, Hudson, & Dubocovich, 2013).

La organizacién del citoesqueleto desempefia un papel clave en el transporte axonal, la
liberacion de neurotransmisores y la posicién del receptor. Por lo tanto, los niveles disminuidos
de melatonina causados por diferentes factores, participan en alteraciones del citoesqueleto
gue conducen a deficiencias funcionales (Jiménez-Rubio et al., 2012).

Los MTs desempefian un papel en los cambios de fase inducidos por la melatonina de los ritmos
de actividad circadiana, posiblemente explicando por qué se producen trastornos circadianos
en enfermedades asociadas con trastornos de los MTs. Aqui, el estado de los MTs gobierna la
actividad neural, con un aumento en la cantidad de tubulina polimerizada que disminuye la
actividad (Gardiner, Overall, & Marc, 2011).

En una revision realizada por Sarlak y col. encontraron que el receptor de melatonina MT1 est3
involucrado en efecto de la melatonina en la produccion de BDNF. El receptor de melatonina
MT1 y los agonistas de MT2 aumentan el BDNF en los cultivos primarios de células granulares
de ratén (Sarlak, Jenwitheesuk, Chetsawang, & Govitrapong, 2013).

En un estudio realizado por Rudnitskaya y col. sugieren que la melatonina puede estar
relacionada en el desarrollo y/o progresion en la EA. Encontraron que la melatonina
administrada por via oral en animales con senescencia acelerada (ratas OXYS) un modelo que
simula la EA tiene propiedades neuroprotectoras, las cuales normalizan la produccién de
algunas moléculas como BDNF y la hormona de crecimiento, que previene la muerte neuronal

en el hipocampo y atenua las anomalias en el comportamiento y alteraciones en la memoria.
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Evaluacién histolégica y funcional del hipocampo de ratas con hipoperfusién cerebral cronica (HCC) y
tratamiento posterior con melatonina. 2020.

Sugiriendo a la melatonina como una estrategia profilactica en contra del desarrollo temprano

de la EA (Rudnitskaya et al., 2015).
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Figura 4. Mecanismos del envejecimiento del sistema nervioso y los efectos de la melatonina (Sarlak et
al., 2013).
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3. Justificacion
Dado que la esperanza de vida de la poblacién a nivel mundial se ha incrementado, la incidencia
en las enfermedades crénico-degenerativas también se ha visto aumentada, entre ellas la
demencia, por lo que es de suma importancia contar con tratamientos que puedan prevenir,
disminuir o revertir las repercusiones de esta patologia.
Las modificaciones en la estructura y funcionamiento cerebral relacionadas al envejecimiento,
asi como la disminucidon en las concentraciones plasmaticas sanguineas y tisulares de
melatonina, pueden favorecer la presencia y progresion de trastornos neurodegenerativos. A su
vez, la hipoperfusiéon cerebral crénica puede ser un factor concurrente de dafio cerebral y
deterioro cognoscitivo.
Se ha demostrado que la melatonina posee la capacidad de evitar la muerte neuronal asociada
a diversos procesos fisiopatoldgicos de dafio cerebral, asi como promover la neurogénesis y ser
un eficaz antioxidante y antiinflamatorio.
Este proyecto empleard un modelo en el que se imitaran las condiciones fisiopatoldgicas
caracteristicas de la hipoperfusion cerebral cronica en los humanos. Actualmente, no existen
estudios que comprueben los efectos neuroprotectores de la melatonina bajo estas

condiciones.

4. Hipétesis

La melatonina preservara la eficacia de las funciones cognoscitivas en las pruebas de
aprendizaje y memoria espacial asi como la poblacién de neuronas remanentes y la
citoarquitectura en el segmento CA1l del cuerno de Ammon del hipocampo en condiciones

experimentales de hipoperfusion cerebral crénica en ratas.

5. Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracion de melatonina sobre los procesos de recuperacion

estructural y funcional del hipocampo, luego de hipoperfusidn cerebral crénica.
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6. Objetivos especificos
Evaluar el efecto de la administracion de melatonina en las pruebas de aprendizaje y memoria

espacial en ratas macho bajo condiciones de hipoperfusién cerebral crénica.

Evaluar el efecto de la administracidn de melatonina sobre la poblacién neuronal del segmento
CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo en ratas macho bajo condiciones de hipoperfusion

cerebral cronica.

Evaluar el efecto de la administracién de melatonina sobre la citoarquitectura de las neuronas
piramidales del segmento CA1l del cuerno de Ammon del hipocampo en ratas macho bajo

condiciones de hipoperfusidn cerebral crénica.

7. Material y métodos

Se utilizaron 25 ratas macho adultas Sprague-Dawley, de ocho meses de edad
aproximadamente (450 g), y se conservaron en condiciones controladas de temperatura (25 +
1°C), iluminacién (ciclo de 12 h luz/12 h oscuridad) y alimentacion ad libitum.

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la guia de los Institutos de
Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH) para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (Publicacion NIH No. 80-23, 1996) y la Norma Oficial Mexicana (NOM 062-Z0OO-
1999) de especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Se tuvieron 4 grupos experimentales:
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* Grupo Sham (SHAM n=7): animales sometidos a simulacién del modelo modificado de
HCC (2VO).

* Grupo Vehiculo (VEH n= 6): animales sometidos al modelo modificado de HCC (2VQ),
tratados con sol. vehiculo (propilenglicol al 15% y solucién inyectable) via subcutanea.

* Grupo Melatonina 1 (MEL 1 n= 6): animales sometidos al modelo modificado de HCC
(2v0), tratamiento con Melatonina (10 mg/kg/sc en sol. vehiculo con Melatonina
10mg/mL) 24 horas después de HCC por 53 dias.

* Grupo Melatonina 2 (MEL 2 n= 6): animales sometidos al modelo modificado de HCC
(2V0), tratamiento con Melatonina (10 mg/kg/sc en sol. vehiculo con melatonina

10mg/mL) 15 dias después de HCC por 38 dias.

7.1. Modelo de Hipoperfusion Cerebral Cronica
El episodio de HCC se provoco siguiendo el procedimiento previamente descrito por otros
autores (Cechetti et al., 2010). La rata se anestesio con Xilacina (10 mg/kg, intramuscular) y
Ketamina (50 mg/kg, intramuscular), a través de una incisién en la linea media ventral del cuello
se localizé las arterias carétidas comunes y se separaron del nervio vago. La arteria cardtida
derecha se ocluyd con una doble ligadura (Azzubaidi et al., 2012), se corté la arteria entre las
dos ligaduras y se suturd la herida. Después de una semana se realizd una nueva incision y el
mismo procedimiento se llevd a cabo sobre la arteria carétida izquierda (Azzubaidi et al., 2012;

Cechetti et al., 2012; Cechetti et al., 2010).

7.2. Evaluacidn del aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acudatico de Morris
Para la evaluacion funcional se utilizé el laberinto acuatico de Morris (Morris, 1984), que
consistioé en una tina circular de 140 cm de didmetro y 50 cm de altura, llenada hasta una altura
de 25 cm con agua tefiida con violeta de genciana (25 + 1°C). Dentro de la tina se colocé una
plataforma circular de 15 cm de didmetro, cuya superficie quedd 2 cm por debajo del nivel del

agua. La tina se dividi6 de manera imaginaria en cuatro puntos (N, S, E y O) y en cuatro
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cuadrantes (NO, NE, SO y SE), de manera que la plataforma sumergida se colocd en un
cuadrante de forma aleatoria y permanente.

A los 45 dias post-2VO, cada rata se sometid a 2 ensayos diarios durante 7 dias, cada ensayo
consistid en el siguiente proceso:

Se colocé a la rata dentro del agua, de frente a la pared del laberinto, y se le permitié nadar
hasta localizar la plataforma oculta o hasta que transcurrieran 60 segundos (s), luego de los
cuales la rata fue guiada hacia la plataforma donde se le permitié permanecer por 15 s. El punto
de inicio de la prueba para cada animal en los siete dias fue diferente y se eligid
aleatoriamente, y la posicién de la plataforma permanecié constante. Hubo objetos en el
cuarto de experimentacidon que con el experimentador constituyeron las sefiales espaciales
disponibles para el animal. Las pruebas fueron videograbadas con una camara colocada en una
posicidn fija, arriba de la tina, al centro, obteniendo el video, las trayectorias de nado y los
valores de latencia de escape (tiempo que tarda el animal en localizar la plataforma) fueron
analizados y evaluados por el programa FlJI.

El dia 8 se realizd la prueba de transferencia, en la que se retird la plataforma y el animal nadé
durante 30 s. Se registré la trayectoria de nado del animal, el tiempo de permanencia de la rata
en el sitio previamente ocupado por la plataforma y los cruces por dénde se encontraba la
plataforma, para evaluar la memoria espacial.

Se evaluaron los siguientes parametros para la eficiencia del aprendizaje y la memoria espacial:
latencia de escape (s), distancia recorrida (cm) para localizar la plataforma, velocidad de nado
(cm/s), tiempo de recorrido en el cuadrante objetivo (s) y en los otros tres cuadrantes; y
nimero de cruces por el sitio donde se encontraba la plataforma. Las comparaciones
intragrupales de los valores de latencia de escape (mediana) entre el dia 1 y los 6 dias
subsecuentes de prueba, se realizaron mediante analisis de varianza no paramétrica, ANOVA de
Friedman y la prueba de rangos sefialados y pares igualados de Wilcoxon, post hoc. Las
comparaciones intergrupales de las latencias de escape durante los 7 dias de prueba, fueron
realizadas mediante ANOVA de Kruskal-Wallis y prueba U de Mann-Whitney, post hoc. La

longitud de las trayectorias y la velocidad de nado durante el periodo de prueba, asi como el
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numero de cruces y el tiempo de recorrido en el cuadrante donde deberia estar la plataforma
(dia 8), fueron comparados entre los diferentes grupos mediante ANOVA de una via y prueba
de Tukey, post hoc. Para las comparaciones intragrupales de los valores de la longitud de las
trayectorias y la velocidad de nado durante el periodo de 7 dias de prueba se empled ANOVA
de medidas repetidas y prueba de Tukey, post hoc; finalmente, la comparacién entre el nUmero
de cruces en el cuadrante en el que originalmente se encontraba la plataforma objetivo y en los
otros cuadrantes se realizd por ANOVA de una via y prueba de Tukey, post hoc (Downie &

Heath, 1983).

7.3. Evaluacion neuronal por medio de técnicas histoldgicas

Se realizaron las pruebas histoldgicas para el estudio del dafio neuronal en las neuronas
piramidales del segmento CA1 de hipocampo; los animales fueron perfundidos via intracardiaca
con solucién lavadora (solucion amortiguadora de fosfatos, pH 7.4) seguida de una solucién
fijadora compuesta de formaldehido al 10 % en la solucidn amortiguadora de fosfatos (pH 7.4).

Los cerebros fueron retirados del craneo y se conservaran en el mismo fijador hasta realizar el
procesamiento histoldgico. Cada cerebro fue seccionado en 2 mitades a partir de la fisura
longitudinal; del hemisferio derecho cada animal de experimentaciéon se obtuvieron cortes
coronales de la region que contiene el hipocampo dorsal, para ello se utilizd una matriz de
acrilico para cortes coronales de cerebro de rata (Stoelting mod. 51384) para la técnica de Nissl
(Luna, 1960); del hemisferio izquierdo se obtuvo el hipocampo intacto para realizar la técnica

de impregnacion metdlica de Golgi (Gonzalez-Burgos, Tapia-Arizmendi, & Feria-Velazco, 1992).

7.4. Tincidn de Nissl
Las rebanadas de tejido cerebral que se obtuvieron, se deshidrataron mediante inmersidn en
alcohol etilico, en concentraciones crecientes y en alcohol amilico, posteriormente fueron
aclaradas en aceite de madera de cedro y en cloroformo, para su inclusidon en parafina. De estos
bloques de tejido cerebral incluido en parafina se obtuvieron por medio de un micrétomo,

series de cortes coronales de 10 um de espesor, del hipocampo dorsal localizado entre -2.52
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mm y -4.56 mm a partir de bregma, de acuerdo a las coordenadas estereotdxicas de Paxinos
(Paxinos & Watson, 2009). Uno de cada 5 cortes coronales fueron tefiidos con violeta de Cresilo
al 0.5%, pH 3.9 (Luna, 1960). Se contdé el nimero de neuronas piramidales remanentes
(neuronas con morfologia normal, integridad de la membrana y nucléolo claramente visible) en
5 cortes histoldgicos de cada cerebro de los animales en los diferentes grupos experimentales.
El nimero de neuronas piramidales remanentes se evalud en una extensién lineal de 400 um
del estrato piramidal del segmento CA1l, del cuerno de Ammon del hipocampo, mediante
microscopio éptico (Leica Mod. DM 1000) con un aumento de 400x y un sistema computarizado
de analisis de imdgenes histoldgicas (Leica Microsystems Mod. LAS06886)(Letechipia-Vallejo et

al., 2007).

7.5. Impregnacidn argéntica de Golgi

Del hemisferio izquierdo del cual se obtuvo el hipocampo se realizdé una impregnacion argéntica
de Golgi modificada (Gonzdalez-Burgos et al., 1992), la cual consistié en:

Induracion del hipocampo. El hipocampo intacto del hemisferio izquierdo del cerebro de la rata
se sumergidé en una solucion de dicromato de potasio al 2% en 50 mL de agua desionizada, 10
mL de formaldehido al 40% y 5 mL de acido acético glacial a 25°C durante 24 horas. Al pasar las
24 horas se renovo la solucidn de induracién y se dejé por otras 24 horas. Pasado ese tiempo,
se realizaron enjuagues por bloque con agua desionizada. Impregnacion argéntica. Los bloques
enjuagados se colocaron en una solucidon de nitrato de plata al 0.75% en 20 mL de agua
desionizada con 2 uL de acido férmico durante 24 horas en oscuridad. El tejido impregnado se
incluyd en parafina y se cortd utilizando el micrétomo Stoelting © Tissue Slicer 51425,
obteniéndose cortes coronales de 200 um de espesor. Para el analisis se seleccionaron 5
neuronas piramidales de la regién CA1l del hipocampo por animal, las cuales requirieron
mostrar las siguientes caracteristicas: a) que se pueda observar desde el soma hasta el final de
sus dendritas con suficiente claridad y sin interferencia de otras dendritas o vasos sanguineos;
b) Al menos 100 um de longitud. En cada neurona se evaluaron las siguientes variables:

longitud de la dendrita apical, densidad de espinas dendriticas por segmento y proporcion de

30



los diferentes tipos de espinas dendriticas (hongo, anchas y delgadas) en la primera oblicua de
la dendrita apical.

Para la evaluacion de la longitud de la dendrita apical de las neuronas piramidales se utilizé el
método de Sholl (Sholl, 1953) el cual consiste en la medicidon aproximada de la longitud de las
dendritas de acuerdo con la ubicacion de su extremo distal en un conjunto de anillos
concéntricos con una separacién de 40um entre anillos adyacentes. Se utiliz6 un molde en
acetato en conjunto con un analizador de imagenes (Leica© Microsystems Mod LAS06886) en
una amplificacidon de 400 aumentos (40X).

Se evalud la densidad de las espinas de las neuronas piramidales, de la dendrita apical desde su
ultima bifurcacién se tomdé una dendrita oblicua, se delimito un segmento de 50 um de
longitud, se contaron las espinas dendriticas en dicho segmento, y se identificaron sus
diferentes tipos (hongo, delgadas y anchas), mediante microscopio dptico (Leica Mod. DM
1000) con un aumento de 4000x y un sistema computarizado de analisis de imagenes

histoldgicas (Leica Microsystems Mod. LAS06886)(Letechipia-Vallejo et al., 2007).

7.6. Analisis estadistico
La comparacién del numero de neuronas remanentes en el segmento CAl del cuerno de
Ammon en los diferentes grupos fueron analizados mediante el andlisis de varianza (ANOVA) de
una via y prueba de Tukey, post hoc (Downie & Heath, 1983).
Para la proporcidon de los diferentes tipos de espinas (hongo, anchas y delgadas) en los
diferentes grupos fueron analizados mediante el andlisis de varianza (ANOVA), la prueba post

hoc de Tukey; asi también se utilizd la correccién de Bonferroni (Downie & Heath, 1983).
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8. Resultados
8.1. Evaluacién del aprendizaje y memoria espacial en ratas con hipoperfusidon cerebral
cronica y tratamiento con melatonina

8.1.1. Aprendizaje espacial. Latencia de escape
Los valores (mediana y rango) de las latencias de escape de los diferentes grupos
experimentales obtenidos cada dia, durante los 7 dias de prueba, en el laberinto acuatico de
Morris se muestran en la fig. 5; se aprecia una reduccidén progresiva con el transcurso de la
prueba de 7 dias (Fig. 5) en todos los grupos.
En el grupo SHAM, puede observarse una reduccion de los valores de latencia de escape en
comparacion con los valores en el ler dia de prueba (comparacién intragrupal) a partir del 2do
dia, siendo significativa la diferencia a partir del 3er dia de prueba (p <0.05); una reduccién a
partir del dia 5to dia de prueba (p<0.05) en el grupo VEH vy a partir del 3er dia de prueba
(p<0.05) en los grupos MEL 1y 2.
La comparaciéon intergrupal de los valores de latencia de escape mostré una diferencia
significativa de este parametro el dia 6 de prueba en el grupo MEL 1, en comparacion con los

grupos SHAM y MEL 2 (p<0.05).
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Figura 5. Latencias de escape (mediana y rango) de los grupos SHAM (n=7), MEL 1 (n=6), MEL 2 (n=6) y
VEH (n=6), durante los 7 dias de prueba, en el laberinto acuatico de Morris puede observarse la
reduccidn significativa de la latencia de escape a partir del segundo o tercer dia de prueba, en algunos
dias en los diferentes grupos experimentales (*) y la diferencia intergrupal del grupo MEL 1, en
comparacién con los grupos SHAM y MEL 2 (+). p<0.05, dias 2 y subsecuentes vs dia 1; + p<0.05, dia 6 de
prueba.

*p<0.05 vs ler dia de prueba

+p<0.05 vs SHAM y MEL 2
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8.1.2. Aprendizaje espacial. Longitud de trayectorias de nado

Los valores (mediana y rango) de las longitudes de las trayectorias de nado de los diferentes
grupos experimentales obtenidos cada dia, durante los 7 dias de prueba, en el laberinto
acuatico de Morris se muestran en la fig. 6; puede observarse la reduccién progresiva en los
dias sucesivos en todos los grupos, con diferencias significativas con respecto al primer dia de
prueba en los grupos SHAM, MEL 1 y MEL 2, a partir del tercer dia de prueba. En el grupo VEH,
la longitud de la trayectoria de nado se redujo significativamente a partir del 52 dia de prueba.

La comparacion intergrupal de los valores de longitud de las trayectorias de nado mostré una
diferencia significativa (+P<0.05) de este parametro en el grupo MEL 1, en comparacion con el

resto de los grupos.
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Figura 6. Longitud de trayectorias de nado (Mediana y Rango) de los grupos SHAM (n=7), MEL 1 (n=6),
MEL 2 (n=6) y VEH (n=6), durante los 7 dias de prueba, en el laberinto acuatico de Morris. Puede
observarse la reduccidn significativa (P< 0.05) de la longitud de las trayectorias de nado, con respecto al
primer dia de prueba, a partir del tercer dia de prueba, en los grupos Sham, Mell y Mel2 asi como a

partir del 52 dia de prueba en el grupo Sham (*).

En la Fig. 7, se ilustran las trayectorias de nado representativas de los grupos SHAM, MEL 1,
MEL 2 y VEH en los dias 1, 3y 7 de prueba y en la prueba de transferencia (dia 8). Se destaca el
cambio de la trayectoria de nado, circular y cercano a la pared de la tina, observado el primer
dia de prueba, hacia rutas mas cortas y orientadas hacia el sitio de la plataforma en los dias
sucesivos en todos los grupos experimentales. El grupo VEH presento una trayectoria de mayor

longitud el dia 3 y 7 respecto al resto de los grupos (fig. 7).
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Figura 7. Trayectorias de nado representativas de un animal de cada uno de los diferentes grupos
experimentales en el laberinto acuatico de Morris en los dias de prueba 1, 3 y 7; asi como durante la
prueba de transferencia; el inicio de la ruta esta representado por la estrella en color negro. Cada
diagrama del laberinto acuatico de Morris dividido en 4 cuadrantes y con la localizacidn de la plataforma
(cuadrante 4). Durante el primer dia, se observa una trayectoria de nado circular en los diversos grupos
experimentales; posteriormente las trayectorias son mas cortas, y mejor orientadas hacia el sitio de
ubicacién de la plataforma sumergida en todos los grupos, principalmente en los grupos SHAM, MEL 1y

MEL 2.

8.1.3. Aprendizaje espacial. Velocidad de nado
La Fig. 8 muestra los valores de la velocidad de nado (cm/s) en los diferentes grupos

experimentales durante los 7 dias de prueba en el laberinto acuatico de Morris. Se observaron
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diferencias en la velocidad de nado entre el grupo experimental MEL 2, con respecto al grupo

SHAM, VEH y MEL 1 por un incremento significativo (p<0.05).

- N
1 g

Velocidad de nado (cm/s)
?

5_

SHAM VEH MEL 1 MEL 2

Figura 8. Valores (media * EE) de la velocidad de nado (cm/s) de los animales de los grupos SHAM, VEH,
MEL 1y MEL 2 durante los 7 dias sucesivos de la prueba de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico
de Morris.

*p<0.05 vs Mel 2

8.1.4. Memoria espacial. Tiempo de recorrido por los diferentes cuadrantes en la prueba
de transferencia

En la prueba de transferencia, se encontraron diferencias en el recorrido por los cuadrantes del

laberinto acudtico de Morris, entre los grupos experimentales (Fig. 9). El grupo SHAM realizd un

recorrido predominante en el cuadrante objetivo, donde originalmente se encontraba la

plataforma (cuadrante 4) y en menor grado en los cuadrantes adyacentes, con tiempos de

recorrido significativamente mas cortos (p<0.05) en los cuadrantes 1, 2 y 3 que en el 4. Los

animales del grupo VEH mostraron recorridos similares por los cuatro cuadrantes, sin
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diferencias entre los mismos. De igual manera el grupo MEL 1 mostré recorridos similares en
los 4 cuadrantes. Se destaca que los grupos SHAM y MEL 2, presentaron un tiempo de recorrido
similar y predominante en el cuadrante objetivo, sin diferencia significativa y en el cuadrante 3,
con recorridos significativamente menores (p<0.05) por los cuadrantes 1 y 2 que por el
cuadrante 4. Las ratas del grupo MEL 1 presentaron recorridos predominantes en el cuadrante
objetivo (cuadrante 4) y en el cuadrante adyacente (cuadrante 3), con recorridos

significativamente mas cortos (p<0.05) por los cuadrantes 1y 2.

Por otra parte, los resultados de un analisis intergrupal no mostraron diferencias significativas

entre los grupos de estudio, en el tiempo de recorrido en el cuadrante donde originalmente se

encontraba la plataforma.
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[ Cuadrante 1
[ cuadrante 2
[ Cuadrante 3
[ cuadrante 4

187

Tiempo (segundos)

SHAM VEH MEL 1 MEL 2
GRUPO

Figura 9. Tiempo (s) de recorrido (media + EE) en los diferentes cuadrantes durante la prueba de
transferencia (30 s) del laberinto acuatico de Morris, de los diferentes grupos experimentales. Puede
observarse el tiempo de permanencia mayor en el cuadrante 4 (donde originalmente se encontraba la
plataforma) en los grupos SHAM, VEH, MEL 1 y MEL 2 y pero sin diferencias significativas entre los
grupos. Sin embargo a diferencia de los demas grupos, el grupo VEH no mostrd diferencias significativas
entre los cuadrantes.

*p<0.05 vs cuadrante 4 (cuadrante objetivo)

8.1.5. Memoria espacial. NUumero de cruces por el sitio de la plataforma
La tabla 1 muestra el desempefio de los animales de los diferentes grupos experimentales
durante la prueba de transferencia, en cuanto al nimero de cruces por el sitio donde estaba la

plataforma; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Tabla 1. Numero de cruces (mediana y rango) por el sitio donde se encontraba la plataforma, realizados

por los grupos SHAM (n=7), VEH (n=6), MEL 1(n=6) y MEL 2 (n=6).

Grupo Mediana Rango
SHAM 5 (2-9)
VEH 3.5 (0-7)
MEL 1 3 (2-7)
MEL 2 5.5 (1-9)

8.2. Efecto de la melatonina sobre la pérdida de neuronas piramidales del segmento CA1
del hipocampo inducida por hipoperfusion cerebral crénica

La hipoperfusion cerebral créonica ocasioné una perdida neuronal en el segmento CAl del
hipocampo, en el grupo VEH a los 60 dias post-cirugia (fig. 10) con diferencia significativa;
p<0.05, (fig. 11. MEDIA £ EEM 93.53 £ 8.66), en comparacién con el grupo SHAM (fig. 11. MEDIA
+ EEM 139.01 £ 2.75). El grupo MEL 1 también mostré una diferencia significativa (fig. 11.
MEDIA + EEM 108.50 + 4.38) al grupo SHAM (p<0.05) pero sin diferencia significativa con el
grupo VEH. El grupo MEL 2 mostré diferencia significativa (fig. 11. MEDIA + EEM 135.04 + 3.07);
(p<0.05), en comparacién con los grupos VEH y MEL 1, y sin diferencia significativa respecto al
grupo SHAM.
En la tabla 2 se muestra el porcentaje de pérdida de neuronas piramidales de los diferentes
grupos experimentales respecto al grupo SHAM. La hipoperfusion cerebral ocasiond una
perdida neuronal de 32.71 % en el grupo VEH mientras que el grupo MEL 1 tuvo una pérdida de
21.94 % y el grupo MEL 2 de 2.86 % sin diferencia con el grupo SHAM.
En las microfotografias de los cortes coronales del hemisferio derecho del cerebro de animales
SHAM, VEH, MEL 1 y MEL 2, tefidos con violeta de Cresilo se muestra una imagen panoramica

del hipocampo (40X) y la poblacién neuronal del cuerno de Ammon (400X).
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Tabla 2. Porcentaje de la pérdida de las neuronas piramidales del hipocampo del segmento CA1l en los

diferentes grupos experimentales (VEH, MEL 1 y MEL 2) en comparacidn con el grupo SHAM.

% Pérdida de neuronas del

GRUPO hipocampo en CA1 vs SHAM
VEH 32.71
MEL 1 21.94
MEL 2 2.86

41



Evaluacion histoldgica y funcional del hipocampo de ratas con hipoperfusion cerebral crénica (HCC) y
tratamiento posterior con melatonina. 2020.

SHAM

VEH

MEL 1

MEL 2

Figura 10. Fotomicrografias de cortes histologicos representativos, que ilustran a dos diferentes
aumentos (40x del lado izquierdo y 400x del lado derecho) la poblacion de neuronas piramidales
remanentes, del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo en las diferentes condiciones
experimentales. Puede observarse una reduccién parcial del nimero de neuronas por efecto de la HCC
en la imagen correspondiente al grupo VEH y MEL 1, sin embargo, hay preservacion en el grupo SHAM y

MEL 2.

]
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Figura 11. Numero de neuronas piramidales remanentes (media + EE) en una extensién lineal de 400 um
en el estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo de los en los cuatro
grupos experimentales. SHAM vs VEH *p<0.05; SHAM vs MEL 1* p<0.05; sin diferencia significativa entre
los grupos SHAM vs MEL 2.
*P>0.05 vs SHAM
+p>0.05 vs MEL 2

8.3. Efecto de la melatonina en la arborizacion dendritica de neuronas piramidales del
segmento CA1 del hipocampo en ratas sometidas a hipoperfusion cerebral cronica

En las micrografias de los cortes coronales del hipocampo izquierdo de los animales SHAM,

VEH, MEL 1 y MEL 2, impregnados con plata, se muestra una imagen panoramica de las

neuronas piramidales del segmento CA1 (800X). La HCC ocasiond una reduccion en la longitud
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de la dendrita apical de las neuronas piramidales en el grupo VEH, con una longitud
significativamente menor (p<0.05) en comparacién con la longitud de la dendrita apical de las
ratas del grupo SHAM. El grupo MEL 1 también mostré una diferencia significativamente menor
al grupo SHAM (p<0.05) pero sin diferencia significativa con el grupo VEH. El grupo MEL 2
mostrd una longitud significativamente mayor (p<0.05) que grupo VEH y MEL 1, y sin diferencia

significativa respecto al grupo SHAM.
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Figura 12. Longitud de la dendrita apical (media + EE) de las neuronas piramidales del segmento CAl en

um, de los diferentes grupos experimentales. SHAM vs VEH *p<0.05; SHAM vs MEL 1 *p<0.05; sin
diferencia significativa entre los grupos SHAM vs MEL 2.

* p<0.05 vs SHAM

+ p<0.05 vs MEL 2
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La HCC ocasion6 también una reduccién en la arborizacién dendritica, la cual se observa en las
micrografias; en el grupo VEH se observan menos arborizaciones en comparacién con el grupo

SHAM, MEL 1y MEL 2.

MEL1 MEL 2

Figura 13. Fotomicrografias representativas de las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo

de los diferentes grupos SHAM, VEH, MEL 1 Y MEL 2, en las cuales se observa el soma (S) y la dendrita

apical (DA) con sus ramificaciones.

8.4. Efecto de la melatonina en el nimero y forma de espinas dendriticas en neuronas

piramidales del segmento CA1l del hipocampo en ratas sometidas a hipoperfusion

cerebral crénica
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Se observo la densidad de los diferentes tipos de espinas dendriticas (figura 14). La tabla 2
muestra el conteo correspondiente a cada tipo de espina dendritica El nimero total de espinas
dendriticas en el grupo VEH fue significativamente menor (*p<0.05) en relacién al grupo SHAM.
El grupo MEL 1 fue significativamente menor (*p<0.05) al grupo SHAM y MEL 2, pero sin
diferencia con el grupo VEH. El grupo MEL 2 fue significativamente mayor (*p<0.05) a todos

grupos.
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Figura 14. Reduccién de la densidad del total de espinas dendriticas (media * EE), la HCC provocé una
reduccidn del total de espinas en el grupo VEH en comparacion con el grupo SHAM; pero sin diferencias
entre el grupo MEL 1 y VEH; en el grupo MEL 2 se observé un aumento de espinas con respecto a los
demas grupos.

* p<0.05 vs SHAM

+ p<0.05 vs MEL 2
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Tabla 3. Densidad y porcentaje de los diferentes tipos de espinas de los segmentos de la primera oblicua

(50 um) de la dendrita apical provenientes de neuronas piramidales de la regidon CA1 del hipocampo.

Grupo Espinas en Espinas Anchas | Espinas Delgadas | Espinas Totales
Hongo

SHAM 38.3+1.13 28.55+0.74 21.8+1.44 88.651+2.28 #

(43.20%) (32.20%) (24.59%)
VEH 18.6 £0.89 38.8 £ 0.66 18.86+1.43 76.26 +1.06 * #

(24.39%) (50.87%) (24.73%)

MEL 1 23.75+1.32 29.8 £0.65 25.15+1.33 78.72+1.49 * #
(30.17%) (37.85%) (31.94%)

MEL 2 41.8+2.15 33.66 + 1.55 24 +1.39 99.46 £ 3.79
(42.02%) (33.84%) (24.13%)

* p<0.05 vs SHAM
# p<0.05 vs MEL 2

La HCC ocasion6 una diferencia en la forma de espinas dendriticas (hongo, anchas y delgada),

las cuales se observaron en un segmento (50 um) en las fotomicrografias de la primera oblicua

de la dendrita apical en los diferentes grupos SHAM, VEH, MEL 1y MEL 2 (figura 15). Se observé

una reduccion significativa (p<0.05) de espinas en hongo en el grupo VEH en comparacién con

el SHAM, sin embargo hubo un aumento significativo (p<0.05) en las espinas anchas, y sin

diferencia en las espinas delgadas. El grupo de MEL 1 fue significativamente menor (p<0.05) en

las espinas en hongo en comparacion con el grupo SHAM y MEL 2; y sin diferencias significativas

en las espinas anchas y delgadas. El grupo de MEL 2 no mostré diferencias con el grupo SHAM.
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Evaluacién histolégica y funcional del hipocampo de ratas con hipoperfusion cerebral crénica (HCC) y
tratamiento posterior con melatonina. 2020.
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Figura 15. Proporcion de los diferentes tipos de espinas dendriticas de la primera oblicua de la dendrita
apical de los diferentes grupos experimentales.

* p<0.05 vs SHAM y MEL 2

# p<0.05vs MEL 1

+ p<0.05 vs VEH
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Evaluacion histolégica y funcional del hipocampo de ratas con hipoperfusion cerebral crénica (HCC) y
tratamiento posterior con melatonina. 2020.

VEH

MEL 1 MEL 2

Figura 16. Fotomicrografias representativas de segmentos de la primera oblicua de la dendrita apical de

las neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo correspondientes a grupo SHAM, VEH, MEL 1y
MEL 2, en las cuales se puede observar una menor cantidad de espinas y una estructura mas delgada en

los grupos VEH y MEL 2 en comparacidn con los grupos SHAM y MEL 2.

|
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9. Discusion
La demencia vascular es el resultado de la combinacién de condiciones fisiopatoldgicas vy
factores de riesgo que desembocan en accidentes cerebrovasculares diversos y pérdida
progresiva de habilidades cognitivas. El modelo experimental 2VO reportado ampliamente en la
literatura (Venkat et al., 2015) ocasiona en la rata una HCC que afecta estructuras vulnerables
como el hipocampo, con alteraciones cognitivas factibles de evaluar mediante pruebas
conductuales e histolégicas.
En el presente estudio se evaluaron los efectos neuroprotectores de la melatonina
administrada por via subcutanea en un modelo experimental (2VO) en referencia a un grupo de
ratas SHAM y un grupo de ratas VEH que solo se les administro el vehiculo empleado para la
solucién de melatonina.
Se analizd la poblacién de neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo de ratas con
HCC por un periodo de 60 dias, y se confirmd una reduccién del 32.7 % en el conteo neuronal,
de manera similar a lo reportado por diversos autores (Cechetti et al., 2012) asi como en
trabajos previos en nuestro laboratorio (Flores-Dominguez, 2016). Este hallazgo, de una
reduccion del 30% en la poblacion de neuronas piramidales en el segmento CA1 del hipocampo
de ratas con HCC respecto al grupo experimental sin la condicién experimental (100%). La
disminucion se atribuye a el desencadenamiento de mecanismos de dafio como estrés
oxidativo, dafio a la BHE, procesos inflamatorios en el hipocampo que afecta la neurogénesis,
circuitos neuronales que se manifestaran en muerte neuronal, y déficits en aprendizaje y
memoria dependiente de esta estructura (Venkat et al., 2015).
Respecto a este parametro, los datos experimentales muestran que el tratamiento crénico con
melatonina/sc durante los 60 dias posteriores (Grupo MEL 1) a la HCC causo una reduccion del
21.9 % en el conteo neuronal, mientras que el tratamiento crénico con melatonina/sc por 45
dias, iniciando a los 15 dias posteriores a la HCC (Grupo MEL 2) mejord la preservacién de la
poblacién de neuronas piramidales con una reduccién menor al 3% respecto al grupo SHAM,
sin diferencia significativa en el conteo, dato similar al reportado por Flores-Dominguez (Flores-

Dominguez, 2016).
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La reduccidon de la poblacién de neuronas piramidales del segmento CA1l del hipocampo
observada en ratas bajo HCC mediante el modelo de ligadura secuencial de las arterias
carétidas comunes se ha asociado con el deterioro del aprendizaje y memoria espacial (Ohta et
al., 1997; Vicente et al., 2009).

En el presente trabajo los animales del grupo SHAM, tuvieron una reduccién progresiva de las
latencias de escape, indicador de eficiencia en el aprendizaje y memoria espacial en el
Laberinto acudtico de Morris. Por el contrario, los animales bajo HCC pertenecientes al grupo
VEH, no presentaron un patron regular de reduccidn de las latencias de escape, lo que sugiere
la presencia de deterioro cognoscitivo en esta situacion experimental. Por otro lado, los
animales con tratamiento con melatonina (MEL 2) siguieron un patrén muy similar al grupo
SHAM, en la disminucién de las latencias de escape a lo largo de los siete dias del laberinto
acuatico de Morris, lo que revela eficiencia en el aprendizaje y memoria espacial. Sin embargo,
en el grupo MEL 1 su desempefiio fue similar al grupo VEH.

Posterior al registro de las latencias de escape, se aplicé la prueba de transferencia, en el
mismo laberinto sin la plataforma de escape. Los cuatro grupos experimentales no mostraron
diferencias significativas entre ellos, aunque tanto el grupo SHAM como MEL 2 presentaron una
tendencia a mayor tiempo de estancia en el cuadrante objetivo, con un resultado muy similar.
Sin embargo, la dispersion aparente de los datos no permiti6 mostrar una diferencia
significativa.

Una caracteristica comuUn en varios desordenes neuropsiquidtricos es la presencia de
alteraciones cerebrales estructurales. En particular, la disminucién del volumen del hipocampo
en enfermedades como esquizofrenia, depresién mayor y EA, asi como una pérdida de la
conectividad sindptica entre la corteza prefrontal y el hipocampo. El deterioro cognitivo es el
resultado de lesiones isquémicas/vasculares pequefias generalizadas en todo el cerebro,
predominando estructuras subcorticales. Su fisiopatologia afecta la organizacién de redes
neuronales involucradas en procesos de cognicion, memoria, comportamiento y funciones

ejecutivas (Jellinger, 2007; Scheff, Price, Schmitt, & Mufson, 2006).
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El modelo experimental 2VO que ocasiona HCC es un modelo validado por diversos autores en
cuanto a la reproduccién de procesos cerebrales de dafio y deterioro cognoscitivo (Du et al.,
2017; Venkat et al.,, 2015). En la DVa, la hipoperfusién crénica asi como eventos
tromboembdlicos, conducen a una disminucion progresiva del FSC, principalmente en
estructuras vulnerables como el hipocampo y la corteza cerebral (Farkas et al., 2007), hipoxia,
estrés oxidativo y desencadena respuestas inflamatorias. La MB periventricular, ganglios
basales e hipocampo son susceptibles a lesiones inducidas por la hipoperfusion. La interrupcion
de los circuitos neuronales que relacionan a la corteza prefrontral con estructuras subcorticales
como el hipocampo provoca déficits cognitivos caracteristicos de la DVa (Venkat et al., 2015).
Por lo tanto, el propdsito de la investigacion para el tratamiento de diversos trastornos
neuropsiquiatricos, debiera enfocarse en la busqueda de moléculas con propiedades de
reparacion de los circuitos cerebrales dafiados (Benitez-King G, 2006; Wakade, Mahadik,
Waller, & Chiu, 2002).

Las dendritas son estructuras neuronales importantes en el procesamiento de la informacion y
de la transmisidén sinaptica. Mediante las técnicas de Golgi de impregnacion metalica, entre
otras, se pretende analizar las caracteristicas citoarquitecténicas de las neuronas. La
importancia de la evaluacién de pardmetros como la morfologia dendritica y densidad de
espinas, se han relacionado con enfermedades como epilepsia, isquemia, daifio neuroldgico de
origen diverso, EA y otros padecimientos neurolégicos (Jia, Zhang, Zhang, Liu, & Li, 2012).

En este contexto, en el desarrollo de este estudio, se realizd el analisis de la consecuencia de la
HCC en la citoarquitectura de las neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo del
cerebro de rata, asi como el efecto del tratamiento con melatonina. La HCC ocasiono una
reduccion en la longitud de la dendrita apical de las neuronas piramidales en el grupo VEH, una
disminucion en la arborizacién dendritica (Fig. 13), asi como una disminucién en 14% de la
densidad del total de espinas dendriticas. En cuanto a la forma de las espinas, el grupo VEH
presentd un patron de proporciones diferente al grupo SHAM con predominio de las espinas
anchas y un nimero bajo de espinas en hongo y delgadas. Con estos datos, apreciamos que la

HCC tiene un efecto adverso en la citoarquitectura de las neuronas en estudio, lo que conlleva a
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la afectacién de la conectividad optima y formacidon de circuitos en condiciones de flujo
sanguineo adecuado, lo que repercute en la funcionalidad tal y como se establecié en las
pruebas de aprendizaje y memoria espacial ya citadas. Estos hallazgos coinciden con lo
reportado por lJia (Jia et al., 2012) empleando el mismo modelo experimental. Sabiendo de la
importancia de las espinas dendriticas como los sitios postsindpticos primarios, su presencia y
plasticidad se refleja en una mejor conectividad. Por lo que alteraciones en los parametros de
evaluacién de la citoarquitectura de la zona analizada implica reducciéon en las conexiones
sindpticas, que conlleva a una afectacion en las transmisiones de informacién desde el
hipocampo hacia la corteza prefrontal y consecuentemente alteracién en el aprendizaje y
memoria.

En el presente estudio se empled melatonina como propuesta neuroprotectora en dos
esquemas de administracion. Ambos en forma subcutdnea con una dosis de 10 mg/mL/kg con
una diferencia en el tiempo de administracidén. Uno inicio a las 24 horas de establecida la HCC
(MEL 1) mientras el grupo (MEL 2) recibié el tratamiento 15 dias posterior al establecimiento de
la HCC.

Respecto al grupo MEL 1, la HCC y tratamiento con melatonina ocasiono una reduccion en la
longitud de la dendrita apical de las neuronas piramidales y disminucién en 11% de la densidad
del total de espinas dendriticas similar a la observada en el grupo VEH, En cuanto a la
arborizacién dendritica (Fig. 13), el dafio fue menos evidente que en el grupo VEH. La forma de
las espinas, el grupo MEL 1 presento un patrén de proporciones diferente al grupo SHAM sin
diferencia entre el tipo de espinas. Los datos obtenidos, indican que la melatonina administrada
de la manera ya especificada no cumplié con su efecto neuroprotector. Una de las posibles
explicaciones se debe al cambio de flujo sanguineo que se observa en este modelo
experimental en el transcurso del tiempo. En la literatura se reporta una recuperacion gradual
del FSC al paso de los dias de la HCC. Siendo los primeros dias muy baja la irrigacién sanguinea
(disminucion de 78.4% en hipocampo) y a través de mecanismos de autorregulacion vy

reparacion mejora en un 66% a las 4 semanas para alcanzar un 96% a los 3 meses posteriores a
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la cirugia (Otori et al., 2003). Por lo que el escenario de dafio es muy diferente a las 24 horas de
la HCC que al transcurso de los dias.

Ademas, la dosis y via de administracion, que difiere a otras propuestas anteriores (Flores-
Dominguez, 2016; Martinez Celis-Rodriguez 2018) se conjuga para explicar la carencia de efecto
neuroprotector. Lo mismo ocurre con los mecanismos fisiopatoldgicos que se emiten
inicialmente y predominan mientras que el sistema opone mecanismos de reparacién (Leker &
Shohami, 2002).

El grupo con HCC y 15 dias después tratado con melatonina (MEL 2) se observaron los
siguientes resultados en la citoarquitectura. La longitud de la dendrita apical de las neuronas
piramidales del segmento CA1 del hipocampo se conservé y no mostro diferencias significativas
respecto al grupo SHAM. Asi mismo la arborizaciéon dendritica (Fig. 13), se aprecia similar al
grupo SHAM. En el grupo MEL 2, la densidad del total de espinas dendriticas fue 12% mayor al
grupo SHAM. En cuanto a la forma de las espinas, el grupo MEL 2 presento un patrén similar de
la proporciéon de espinas (Fig. 15, predominio de espinas en hongo, seguido de anchas y
delgadas) sin diferencia significativa con el grupo SHAM. Adicionalmente, en la figura 13 el
aspecto de las dendritas del grupo SHAM y MEL 2 es similar en cuanto al grosor y densidad de
espinas. Los resultados de la conservaciéon de la citoarquitectura se relacionan con el
desempefio de los animales en el laberinto acudtico de Morris, asi como la preservacién de la
poblacién de neuronas piramidales.

Los resultados apoyan un efecto neuroprotector de la melatonina en los animales del grupo
MEL 2. Suponemos que la administracién de melatonina coincide con la presencia de
mecanismos de reparacién por lo que la melatonina ejerce un efecto de sinergia favoreciendo
el restablecimiento de la integridad del hipocampo, que incluye favorecer la conectividad entre
las estructuras afectadas por la HCC.

La melatonina por sus multiples propiedades contra los mecanismos fisiopatoldgicos que
subyacen a trastornos cerebrovasculares es una propuesta farmacoldgica citadas en diversas

ocasiones (Cervantes, Morali, & Letechipia-Vallejo, 2008; De Butte & Pappas, 2007; Garcia-
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Chavez et al., 2008; Gonzdlez-Burgos, Letechipia-Vallejo, Lépez-Loeza, Morali, & Cervantes,
2007; Karasek, 2004; Letechipia-Vallejo et al., 2007; Ramirez-Rodriguez et al., 2011)

Esta indolamina, promueve la formacidon de nuevas dendritas y la maduracién de nuevas
neuronas (Dominguez-Alonso et al., 2012; Ramirez-Rodriguez et al., 2011).

Por lo tanto, el propdsito de la investigacion para el tratamiento de diversos trastornos
neuropsiquiatricos, debiera enfocarse en la blsqueda de moléculas con propiedades de
reparacion de los circuitos cerebrales dafnados (Benitez-King G, 2006; Wakade et al., 2002). Las
propuestas farmacoldgicas para el tratamiento de la DVa estarian encaminadas hacia la
recuperacién de circuitos neuronales que mejorarian el desempefio cognitivo del sujeto
ademas de el manejo de los factores de riesgo vasculares (Sun, 2018) .

La melatonina ademas de sus multiples propiedades neuroprotectoras, tiene efectos relevantes
en el mantenimiento del citoesqueleto, estructura que se ve dafiada en la DVa y en diversas
enfermedades neurodegenerativas, y de cuya integridad depende la funcionalidad de los
circuitos neuronales. (Dominguez-Alonso, Valdés-Tovar, Solis-Chagoyan, & Benitez-King, 2015).
En particular la PKC y CaMKII regulan multiples funciones neuronales mediante la fosforilacidon
de residuos de serina y treonina de las proteinas blanco. Ambas quinasas participan en el
mecanismo mediante el cual la melatonina estimula la dendritogénesis. La melatonina
interactda con sus receptores de membrana (MT2/MT1) para estimular a la PKC a través de la
via de sintesis de diacilglicerol (DAG). También la melatonina puede difundir a través de la
membrana plasmadtica e interactuar directamente con PKC. Esta enzima puede fosforilar
calmodulina (CaM), la cual puede unirse a CaMKII con mayor afinidad. Una vez activada CaMKII
pasa por autofosforilacidn lo que la dirige al compartimento del citoesqueleto donde se une y
contribuye a la fosforilacion de la proteina asociada a los MAP2, la cual desempeiia un
importante papel en la formaciéon de dendritas. La presencia de melatonina, incrementa CaM
lo que facilita la activacién de CaMKII. Lo antes descrito son hallazgos importantes en estudios
realizados en rebanadas de hipocampo de ratas adultas cultivadas con o sin melatonina fue el

incremento de CaM lo que facilita la activacion de CaMKIlI (Dominguez-Alonso et al., 2015).
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El factor neurotréfico BDNF es una proteina que juega un papel crucial en la formacion y
sobrevivencia de nuevas neuronas en el cerebro. La melatonina aumento la concentracién de
BDNF en un cultivo de neuronas y en el hipocampo (Imbesi, Uz, & Manev, 2008). Lo anterior
sugiere que la melatonina afectaria el microambiente en el hipocampo favoreciendo Ia
neurogénesis en el adulto. Estos datos en conjunto, muestra que la melatonina modula
diferentes etapas en el proceso de la neurogénesis, la sobrevivencia de las neuronas y la
maduracién de las dendritas ambos pasos importantes para la integracion final de las redes
neuronales (Ramirez-Rodriguez et al., 2011).

Por lo anterior los datos de este trabajo sugieren que la administracion de melatonina previene
la muerte neuronal y la perdida de conectividad neuronal, asi como la preservacion de la
conducta de memoria y aprendizaje en el modelo de HCC en rata. Los resultados obtenidos en
el andlisis de la citoarquitectura con la preservacién de dendritas, asi como de espinas
dendriticas, apoyan el uso de melatonina en el cerebro adulto para el restablecimiento de la

conectividad sinaptica afectada en DVa entre otras enfermedades neurodegenerativas.
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10. Conclusién
Los resultados obtenidos sustentan la propuesta de la melatonina como neuroprotector por su
efecto en la reparacidon y recuperacién del dafio y alteraciones funcionales inducidas por
hipoperfusidn cerebral crénica, asi como la potencialidad de su uso clinico como parte de los
esquemas terapéuticos en patologias como la DVa y otras enfermedades relacionadas con la

degeneracion neuronal con similares mecanismos fisiopatoldgicos de dafo cerebral.
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