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RESUMEN

La isquemia cerebral global produce dafio cerebral que puede ser incompatible
con la vida o provocar secuelas neurolégicas de naturaleza y magnitud variable.

Los fenémenos fisiopatologicos provocados por un periodo de isquemia cerebral
dependen principalmente de la duracién del periodo de isquemia, de la vulnerabilidad
de los diferentes tipos neuronales en las diferentes regiones cerebrales, asi como de la
aplicacién oportuna de procedimientos terapéuticos que eviten el dafio neuronal.

Entre las neuronas mas vulnerables a la isquemia cerebral se encuentran las
neuronas piramidales de los campos CA en el hipocampo (HIP), las neuronas de la
pars reticulata en la sustancia nigra (SNr), las del tadlamo y en la corteza cerebral las
capas 3, 5 y 6. El dafio neuronal inducido por la isquemia en el HIP y la SNr, puede
resultar de la excitoxicidad causada por un severo desbalance entre las entradas
excitadora e inhibitoria sobre estas neuronas.

Ha sido descrito que el incremento de la neurotransmision GABAérgica previene
la pérdida de las neuronas piramidales del HIP, de las neuronas en la SNr y de las
neuronas en el estriado inducida por ia isquemia. De este modo los agonistas del
receptor GABAA han mostrado tener un efecto protector sobre las neuronas
piramidales del hipocampo.

Algunos esteroides naturales, incluyendo a la progesterona (P4) y a sus
metabolitos neuroactivos, asi como algunos esteroides sintéticos alteran la excitabilidad
neuronal a través de sus efectos membranales y de un incremento de la
neurotransmision GABAeérgica.

Se puede asumir que la P4 o sus metabolitos neuroactivos, pueden incrementar
la neurotransmision GABAérgica inhibitoria y proveer de una condicién endogena capaz
de prevenir o reducir algunos de los fenémenos fisiopatoldgicos que provocan el dafio
de los componentes celulares del sistema nervioso central como resuitado de la
isquemia-anoxia. Este efecto protector puede ser especialmente evidente en neuronas
de estructuras cerebrales especificas que, aun cuando son muy vuinerables, poseen
una gran inervacion GABAérgica, por ejemplo las neuronas piramidales del hipocampo.
La administracion de P4 dias antes y después de un episodio de isquemia-anoxia
puede prevenir o reducir el dafio neuronal del hipocampo.

Gatas adultas fueron ovariectomizadas y tratadas con P4 sc¢ (10 mg/kg/dia) o
con aceite de maiz durante siete dias antes y siete dias despues de un periodo de
isquemia cerebral global aguda por paro cardiorrespiratorio (PCR) de 15 min. de
duracion seguido de 4 min. de maniobras de reanimacidn. Se investigd el efecto de la
progesterona a través del andlisis de los cambios en la actividad multineuronal (AMN)
registrada diariamente en el HIP, en la SNr y en la formacion reticular mesencefilica
(FRM), en la poblacion neuronal del HIP y de la SNr y en los puntajes de la deficiencia
neurolégica debida a la isquemia cerebral en gatas adultas ovariectomizadas tratadas
con vehiculo o con progesterona en comparacion con las gatas sham tratadas con
vehiculo. La frecuencia de descarga de la actividad multineuronal disminuyé
gradualmente bajo el tratamiento con progesterona, pero no con el tratamiento con
vehiculo, antes del PCR a valores del 30 al 53 % de los valores control (p<0.001) en
estas estructuras cerebrales; en las siguientes 6 h después del PCR se observd una
reduccion hasta el 10 % (p<0.001). En los dias posteriores al paro cardiorrespiratorio y
aun bajo tratamiento con P4 los valores de la AMN en todas las estructuras registradas



fueron similares a los encontrados antes del PCR y se observé un incremento de estos
valores después de la suspension del tratamiento, aunque no llegaron a los valores
contro! en el HIP (p<0.001) y en la SNr y la FRM (p<0.05). Los valores en la frecuencia
de disparo de la AMN en las gatas tratadas con aceite permanecieron por debajo del
13% de los valores control después del PCR (p<0.001). Los puntajes de la deficiencia
neurolégica después del PCR fueron significativamente menores en las gatas tratadas
con P4 que en las tratadas con vehiculo. Después de 14 dias de sobrevivencja los
animales fueron sacrificados y los cerebros perfundidos in situ para el estudio
histolégico. La isquemia cerebral global aguda provoco una reduccion significativa de
las neuronas piramidales del HIP (54 a 85 %) principalmente en los subcampos CA1 y
CA2 de las gatas tratadas con vehiculo. La P4 redujo significativamente la pérdida
neuronal en estas areas (21 a 49 %). El andlisis de la poblacion neuronal de la SNr no
mostré diferencias significativas entre ios tres grupos. Nuestros resultados sugieren que
la P4 ejerce un efecto protector en contra del dafio producido por la isquemia cerebral
global aguda, probablemente al incrementar la neurotransmision GABAérgica y
disminuir la excitabilidad neuronal provocada por la misma.



Summary

Global cerebral ischemia leads either to severe brain damage incompatible with
life, or to neurological sequelae of variable nature and magnitude.

The consequences of the various pathophysiological phenomena triggered by
acute global cerebral ischemia mainly depend on the duration of the ischemic episode,
on the differential vulnerability of the neuronal types in the different brain regions, as
well as on the timely application of proper therapeutic procedures to avoid neuronal
damage.

Pyramidal cells of CA fields in the hippocampus (HIP) are among the most
vulnerable neurons to ischemia, and severe loss of them has been shown to occur after
brief periods of ischemia, as a consequence of immediate, "maturational”, and delayed
neuronal death. Ischemic neuronal damage has also been described in Purkinje cells of
the cerebellum, small and medium sized neurons of the striatum, substantia nigra pars
reticulata (SNr), thalamus, and layers 3, 5 and 6 of cerebral cortex. The ischemic-
induced neuronal damage in the HIP and SNr, may result from neurotoxicity caused by
a severe imbalance between excitatory and inhibitory neurotransmitter inputs on
neurons.

Enhancement of GABAergic neurotransmission has been shown to prevent the
ischemia-induced loss of pyramidal neurons of the HIP and neurons in the SNr, and in
the striatum.

Some natural steroids, including progesterone and its neuroactive metabolites,
as well as some synthetic anesthetic steroids alter the neuronal excitability through
membrane effects and an increase of the GABAergic neurotransmission.

On the above bases, it could be assumed that P4, or its neuroactive metabolites,
may increase the inhibitory GABAergic neurotransmission, and provide endogenous
conditions capable of preventing or reducing some of the pathophysiological
phenomena of ischemia-anoxia resulting in damage of the cellular components of the
CNS; this protective effect may be specially evident in neurons owing to specific brain
structures that, even being the most vulnerable, possess a high GABAergic innervation,
i.e., the pyramidal neurons of the HIP and the neurons of the SNr. Thus, administration
of P4 both before and on the days following an ischemic-anoxic episode, may prevent or
reduce the neuronal damage in these structures. This study was make to analyze the
assumed protective effects of P4 upon the neuronal population of CA fields of the HIP
and SNr, after an acute global cerebral ischemia-anoxia episode provoked by
cardiorespiratory arrest (CRA) in cats.

Adult ovariectomized cats were treated sc. with either P4 {10 mg/kg/day) or corn
oil during seven days before and seven days after being subjected to a period of acute
global cerebral ischemia by 15 min of cardiorespiratory arrest followed by 4 min of
reanimation. The effects of P4 were investigated through the analysis of changes in
multiunit activity (MUA) daily recorded from the HIP, SNr and mesencephalic reticular
formation, changes in the EEG recorded in the parietal cortex, hippocampus, substantia
nigra pars reticulata and mesencephalic reticular formation, neurologic deficit scores
shown by the cats, and changes in the neuronal population of the HIP and the SNr, due
to brain ischemia in comparison to non-ischemic, vehicle-treated cats subjected to sham
procedures. Values of MUA firing rate gradually decreased under P4 but not oil
treatment before CRA to 30 to 53 % of control values in the various brain structures,
they were further and suddenly reduced foliowing CRA and remained below 10 % in
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both groups subjected to ischemia; then, during P4 treatment on the days following
CRA, MUA firing rate gradually increased to values similar to those observed before
CRA and almost recovered to control values after P4 withdrawal; while values of MUA
firing rates in vehicle-treated cats remained under 13 % of control values during the 14
days after CRA. Neurological deficit scores on the first 5 days after CRA were
significantly lower in P4-treated cats than in vehicle-treated ones. After fourteen days
survival, animals were sacrificed and the brains perfused in situ and formalin-fixed for
histological examination. Acute global cerebral ischemia resulted in a severe loss of
neurons (54 to 85 %) mainly in CA1 and CA2 subfields of vehicle-treated cats.
Progesterone significantly reduced the neuronal loss in those areas (21 to 49 %).
However, the neuronal population of the SNr, did not show significant changes at this
period after acute cerebral ischemia. Overall results suggest that P4 exerts protective
effects against the cerebral damage induced by acute global cerebral ischemia,
probably due to increase to the GABAergic activity and to the diminution of the
neurotoxicity caused by a severe imbalance between excitatory and inhibitory
neurotransmission on the neurons.



INTRODUCCION

La reduccion del suministro de oxigeno y glucosa al sistema nervioso central
(SNC) hasta valores menores a los minimos compatibles con el funcionamiento celular,
como ocurre en la isquemia cerebral global, puede dar lugar al dafio irreversible de
neuronas y células gliales; asi como de los componentes celulares de la red vascular,
ubicados en estructuras cerebrales especificas (Raichle 1983, Hossmann 1985, Kaplan
y cols. 1987, Kogure y cols. 1988, Krause y cols. 1988, Haddad y Jiang 1993, Siesjd y
cols. 1995).

Durante diferentes condiciones patologicas como son: el paro cardiaco, la
arritmia, la hipotension severa, los accidentes por anestésicos y el ahogamiento, se
presenta una disminucion o interrupcién del flujo sanguineo cerebral global y como
consecuencia puede ocurrir el dafio isquémico cerebral. En los Estados Unidos se han
establecido medidas terapéuticas para el cuidado inicial dentro de las primeras 24 h de
estos pacientes, que han ayudado a obtener una mayor sobrevida de los mismos; asi el
64% de los pacientes sobrevive debido a la terapia basica avanzada suministrada en el
hospital (Adams y cols. 1994, Beech y cols. 1896). Sin embargo, estos pacientes
‘sobreviven con multiples secuelas de naturaleza y magnitud diversas, que
frecuentemente producen invalidez y requieren de atencion médica permanente. De
este modo el nimero de pacientes con secuelas neurologicas y psiquiatricas
posteriores al cuadro de isquemia cerebral se ha incrementado (Snider y cols. 1977,
Earnest y cols. 1980, Kotila y cols. 1984, Graham 1985, Adams y cols. 1994, Beech y

cois. 1996).

Fenémenos fisiopatolégicos provocados por la isquemia
Los fendmenos fisiopatologicos provocados por la isquemia cerebral giobal
aguda son muiltiples, interaccionan entre si y sus consecuencias sobre la estructura y

la funcién de los componentes del sistema nervioso dependen principalmente de la



duracién de la isquemia, de la vulnerabilidad de los diferentes tipos neuronales vy
celulares que forman parte de las diversas regiones cerebrales; asi como de la
aplicacién oportuna de procedimientos terapéuticos eficaces contra el dafo neuronal
(Nemoto 1978, Dearden 1985, Graham 1985, Hossmann 1985, Heuser y Guggenberger
1985, Kaplan y cols. 1887, Kogure y cols. 1988, Krause y cols. 1988, Kuroiwa y cols.
1990, Nakano y cols 1990, Kuroiwa y cols. 1991, Kochs y cols. 1992, Murakami y cols.
1997).

La magnitud de dichos fenémenos fisiopatologicos depende también de la
duracion del periodo de isquemia, algunos de éstos se desencadenan durante la
isquemia y otros al iniciarse la recirculacion, provocando finalmente dafio a los
diferentes componentes celulares del SNC y ain la muerte celular. Asi, puede
observarse muerte neuronal que ocurre en las primeras 5 horas pos-reperfusion, entre
las 5 y las 24 horas luego del periodo de isquemia y la reperfusién; asi como muerte
neuronal tardia entre 1 a 7 dias después del episodio de isquemia junto con la
permanencia de neuronas resistentes a la isquemia (Ito y cols. 1975, Pulsinelli y cols.
1982, Hossmann 1985, Suzuki y cols. 1985, Kaplan y cols. 1887, Kogure y cols. 1988,
Krause y cols. 1988, Kitagawa y cols. 1990, Murakami y cols. 1997).

No todos los componentes del SNC son igualmente vulnerables a un periodo de
isquemia; asi, existen estructuras que son muy vulnerables a la isquemia como el
hipocampo, el subiculum, la corteza entorrinal, el estriado, el talamo, la amigdala, el
tubérculo olfatorio, el cerebelo, la corteza cerebral, la corteza cerebral olfatoria y la
sustancia nigra (Kirino y Sano 1985, Wieloch 1885). Adn mas, deniro de ias mismas
estructuras existen tipos celulares que son mas vulnerables; asi en el hipocampo las
neuronas piramidales de las regiones CA1, CA4 (hilio de la fascia dentada) y la region
subicular son mas vulnerables, en el talamo el ndcleo reticular lateral, en el cerebelo las
células de Purkinje, en el estriado las neuronas de tamafio mediano, en la corteza

cerebral las capas 3 y 5 y en la sustancia nigra la pars reticulata. Entre las estructuras



més resistentes a un periodo de isquemia se encuentran el subtalamo, el hipotalamo, la
formacién reticular mesencefalica y la médula espinal (Kirino y Sano 1985, Wieloch
1985, Araki y cols. 1989). La vulnerabilidad de estas estructuras se ha atribuido a
diversos factores que pueden provocar los fenémenos de lisis celular, como los
dependientes de la toxicidad del calcio, la activacion de enzimas liticas y a otros
mecanismos como la inhibicién de la sintesis de proteinas o la activacion de genes de
muerte celular programada (Nemoto 1978, Graham 1985, Kaplan y cols. 1987, Kogure
y cols. 1988). Sin embargo, la idea mas aceptada es que la vulnerabilidad esta
relacionada con la cantidad de receptores para aminoacidos excitatorios como son el
glutamato y el aspartato (densa inervacién excitatoria) en los circuitos neuronales, cuya
activacién exagerada luego de un periodo de isquemia da lugar al fendmeno de
"excitotoxicidad". Se ha descrito la presencia de una gran cantidad de receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) y de quisqualato, en las areas vulnerables y menor
densidad de receptores de tipo quisqualato y tipo AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropiénico) en las areas menos vulnerables (Wieloch 1985). La
duracion del periodo de isquemia influye tanto en la magnitud del dafio neuronal como
en la vulnerabilidad, asi estructuras que no se dafian con un periodo de 5 min. de
isquemia, se dafan también cuando la duracién de la isquemia se incrementa (Wieloch
1985, Kogure y cols. 1988).

Las alteraciones vasculares provocadas por la isquemia originan cambios en el
flujo sanguineo de regiones cerebrales especificas, tales como el fenémeno de no
reflujo y la hipoperfusion pos-isquemia tardia, que pueden vcurrir aun cuando se hayan
restaurado condiciones globales adecuadas de perfusion y oxigenacién cerebrales
después del episodio de isquemia. El fenémeno de no reflujo es la falta de ilenado
vascular después de un periodo de isquemia global, que resulta de la combinacién del
aumento de la viscosidad de la sangre, la compresion microcirculatoria por el edema

perivascular de las células gliales, la formacién de microvellosidades endoteliales, el
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incremento en la presién intracraneal, la hipotension arterial pos-isquemia y la
coagulopatia vascular diseminada. La duracion del fenémeno de no reflujo se
incrementa al prolongarse el periodo de isquemia, en los casos de isquemia incompleta
y de obstruccion al flujo venosc (Hossmann 1990, Davies y Hagen 1993). La
hipoperfusion pos-isquemia tardia es un fendmeno que se presenta cuando el flujo
sanguineo cerebral disminuye por debajo del 50% de su valor pre-isquemia. Este
fenémeno se presenta después de una isquemia cerebral global o focal prolongada de
mas de 5 min. y se ha considerado como otro factor importante que contribuye al dafo
pos-isquémico. Entre mayor sea el periodo de isquemia es mas tardio el inicio de este
fenomeno. Este fenémeno de hipoperfusion pos- isquémico es diferente del fenémeno
de no reflujo, ya que éste ultimo solamente se presenta después de una fase transitoria
de hiperemia reactiva y en ausencia de algun disturbio pos-isquémico inmediato al
periodo de isquemia (Hossmann, 1990). Se ha demostrado que las arteriolas piales de
pequefio (<50um de diametro), mediano (50-100pum de didmetro) y de mayor calibre
(>100um de diametro) no muestran una respuesta vasodilatadora o esta disminuida a
los vasodilatadores como la acetilcolina, el oxido nitrico, el nitroprusiato y a la
oxotremorina (agonista muscarinico); las arteriolas de pequefio calibre son las mas
afectadas. Esta respuesta anormal a los vasodilatadores inmediatamente después de
presentado el fenémeno de hiperemia reactiva da como resultado el fenomeno de
hipoperfusion pos-isquemia tardia (Kaplan y cols. 1987, Hossmann 1990, Davies y
Hagen 1993, Clavier y cols. 1994).

[l consumo de glucosa s& ha correlacionado directamenie con la aclividad de ia
bomba de sodio/potasio para mantener los gradientes idnicos tanto intra como
extracelulares. Para este propoésito existen dos procesos: el transporte activo en contra
de un gradiente eletroquimico que involucra a la ATPasa de Na*/K*, la ATPasa de

Catt: los traslocadores de Na*/H* y de Nat/Cat™ y el transporte pasivo que ocurre a
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través de canales idnicos o acarreadores, de manera que la falta de energia provoca un
desbalance iénico (Hansen y Lundbaek 1989).

En condiciones basales el cerebro consume 30 ml de 02/100g de tejido/min. En
las mismas condiciones para su metabolismo energético contiene 3 umol/g de ATP, 5
nmol/g de fosfocreatina, 3 umol de glucosa y 2 umol/g de glicdgeno, lo que indicaria
que tedricamente el cerebro puede mantener su actividad metabdlica normal por cerca
de 1 min. bajo condiciones de isquemia (Hansen y Lundbaek 1989).

Las neuronas dependen para su actividad de la produccién continua de ATP, por
tal razén al presentarse una disminucién del aporte de sustrato (glucosa) y del aceptor
mitocondrial (Q,) de protones (H*), se alteran todos los mecanismos fisiolégicos que
mantienen la homeostasis celular. Clinicamente, se ha visto que los pacientes que
presentan un periodo de isquemia pierden la conciencia a los 5 seg. y se observa
aplanamiento del electroencefalograma entre los 156 a 20 seg. (Hansen y Lundbaek
1989).

En condiciones experimentales se ha observado que en primates con un flujo
sanguineo cerebral menor a 10 m//min/100g de tejido, se priva al cerebro del sustrato y
del aceptor mitocondrial de protones necesarios para el metabolismo oxidativo normal.
El agotamiento de los fosfatos de alta energia (Wagner y Lanier 1994} que ocurre a los
pocos segundos posteriores a la isquemia, es el factor determinante del dafio neuronal.
Este dafio neuronal ocurre aun cuando el flujo sanguineo cerebral y el suministro de
energia se ha restaurado después del periodo de isquemia. De modo que [a falla de
energia no &35 la causa inmediata de la muerte celular, pero si es el fendmeno que inicia
los mecanismos que conducen al dafio neuronal irreversible y que una vez iniciados,
continuan su desarrollo hasta culminar con la muerte neuronal (Pulsinelli 1992).

Las células gliales proporcionan glucosa a la neurona en forma transitoria, en el
caso de que el cerebro sufra de un periodo de isquemia. La energia se obtiene

mediante glicélisis anaerobia durante un tiempo maximo de cuatro minutos (Siesjd y
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Wieloch 1985, Pulsinelli 1992). Durante el metabolismo anaerobio de la glucosa se
producen lactato e hidrogeniones, los cuales se acumulan en el tejido cerebral en
proporcién a la cantidad de glucosa disponible al inicio de la isquemia (Siesj6 y cols.
1993, Wagner y Lanier 1994), dando lugar a la reduccién del pH intra y extracelular
(Kempski 1989). Los hidrogeniones no amortiguados ademas de disminuir el pH,
alteran el funcionamiento de las enzimas glicoliticas en particular la enzima
fosfofructocinasa (Mansour 1963). De este modo el incremento anormal de glucosa en
el tejido cerebral, debido a un incremento en la glucosa sanguinea antes de la isquemia
puede aumentar y acelerar el dafio en seres humanos y en animales de
experimentacion sometidos a isquemia (Wagner y Lanier 1994, Siesjo y cols. 1993).
Por otro lado se ha encontrado que, en los sujetos hiperglicémicos la cantidad de
fosfatos de alta energia (ATP, ADP y AMP), de glucosa y de glucégeno es mayor hasta
los 5 minutos posteriores a la isquemia en comparacién con los sujetos
normoglicémicos, estas cantidades se igualan a partir de los 10 min. (Wagner y Lanier
1994), de modo que aunque los fenémenos fisiopatolégicos provocados por la isquemia
se retrasan en su inicio, el dafio a los elementos estructurales cerebrales es mayor
debido a los productos acumulados durante la glicélisis anaerobia.

Los fenomenos fisiopatoldgicos provocados por un periodo de isquemia incluyen
también un conjunto de alteraciones celulares que ocurren en forma progresiva y que
finalmente, en los tipos celulares especialmente vulnerables, conducen a la lisis de
diversos componentes estructurales de las neuronas y a la muerte neuronal. Son
diferentes los fendmenos fisiopatoldgicos desencadenados por ia isquemia y por ia

reperfusion (Pulsinelli 1992, Raichle 1983, White y cols. 1884).

Alteraciones celulares
Como ya se menciond las bombas idnicas y los intercambiadores normalmente

mantienen e! gradiente electroquimico y el potencial de membrana a través de la

13



membrana neuronal. La ATPasa Na*/K* mantiene un gradiente de concentracion
iénica tanto en el espacio extra como intracelular. Su importancia radica en que muchas
funciones membranales son dependientes de estos gradientes, por ejemplo el
transporte de glucosa y aminoacidos depende del gradiente de sodio, por otro lado este
gradiente de sodio es necesario para el transporte de otras especies idénicas a traves de
la actividad de los intercambiadores de Na*/H* y de Nat/Ca** (Haddad y Jiang 1993).

El intercambiador Na*/Ca** extrae calcio e introduce sodio a la neurona en
condiciones normales, pero durante la hipoxia se da el efecto contrario siendo este uno
de los mecanismos que permiten el incremento de calcio intracelular. El intercambiador
Na*/H*, introduce sodio y extrae hidrogeno de la neurona, pero durante la hipoxia su
actividad se incrementa y permite la entrada masiva de sodio en la neurona. La
concentracién de K% intracelular normalmente es mayor en comparacion con la
concentracion en el espacio extracelular y el Na¥™ se encuentra en situacion inversa.
Debido a estos mecanismos se puede mantener la polaridad membranal en
condiciones normales (Haddad y Jiang 1993, Hansen y Lundbaek 1989).

Durante la isquemia las concentraciones intersticiales de iones se alteran en
varias fases. Inicialmente se presenta un periodo de pocos minutos en el cual las
concentraciones de sodio, cloro, potasio y calcio muestran pocos cambios. Minutos
después todos los iones se mueven hacia el equilibrio electroquimico. Esto coincide
con el desarrollo de una gran deflexion negativa del potencial eléctrico intersticial,
llamada despolarizacién andxica. Después de ésto ya no se observa actividad eléctrica
en el cerebro (Hansen y Lunabaek 1989).

La breve despolarizacién inicial coincide ¢con un incremento en la tasa de disparo
de las neuronas, la cual es seguida por la fase de hiperpolarizacién en la cual la
actividad espontanea es detenida y le sigue una segunda fase de despolarizacion

rapida (Hansen y Lundbaek 19889).
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La hiperpolarizacion es debida a la activacién de la conductancia al potasio. Los
canales de potasio, cuya funcién se modifica durante la isquemia son de dos tipos: los
canales de K* activados por Ca** y los canales de Kt sensibles a ATP, los cuales son
normalmente inhibidos por niveles fisiolégicos de ATP. La disminucion de la
concentraciéon citosdlica de ATP permite la apertura de estos canales y provoca la
hiperpolarizaciébn membranal. Es interesante hacer notar que los canales de K%
sensibles a ATP, pueden ser regulados a través de otros mecanismos como son [os
niveles de ADP, AMP o el pH intracelular. Esta diversidad en los mecanismos
reguladores de los canales de K%, puede permitir una mejor adaptacién en las
alteraciones metabélicas celulares durante la anoxia. Por ejemplo, la reduccién del
ATP debida a la anoxia puede ser diferente de acuerdo al tipo celular dentro del SNC,
asi como en los diferentes tipos de células excitables en los mamiferos. De este modo,
los diferentes mecanismos reguladores pueden permitir a las células tener una mejor
regulacién de las propiedades con que cuenta para el manejo de todas aquellas
condiciones que pueden dafarlas (estrés ambiental). La importancia de estos canales
de K* estd en reducir la excitabilidad membranal durante la anoxia y asi disminuir el
consumo de energia y preservar los fosfatos de alta energia en el citosol. En el
hipocampo la activaciéon por la anoxia de estos canales, que se encuentran en la
membrana presinaptica de las neuronas del area CA3, hiperpolariza las terminales
presinapticas, disminuye la liberacién de los neurotransmisores excitatorios y provoca la
hiperpolarizacién de las neuronas piramidales. La hiperpolarizacién podria reducir el
consuimo de energia y prevenir la activacion de varios canaies de cationes, también
reducir el gasto de energia y tener un efecto protector cuando las neuronas estan
expuestas a la privacion de oxigeno, aunque este mecanismo es limitado (Hansen y
Lundbaek 1989, Haddad y Jiang 1993).

E! influjo de sodio hacia el interior de la neurona se da por la activacion de los

canales de este cation y la inactivacion de las bombas Nat/K*, y a su vez el incremento
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del sodio intracelular provoca la entrada de cloro en un intento de neutralizar las cargas
eléctricas intracelulares. Al incrementarse las concentraciones intracelulares de sodio y
cloro aumenta la osmolaridad y por lo tanto el influjo de agua causando esto ultimo
edema y ruptura de la membrana celuiar (Mitani y cols. 1994).

Los grandes disturbios iénicos celulares, no son debidos tnicamente a la ruptura
de la integridad de la membrana celular, que permite la entrada de iones para lograr el
equilibrio electroquimico con el espacio extracelular, ya que se ha visto que las células
cerebrales afectadas, son alin capaces de permitir la salida de iones con un diametro
menor de 8 nm. Este hecho sugiere que los canales i6nicos operados por
neurotransmisores estan involucrados (Hansen y Lundbaek 1989, Haddad y Jiang
1993).

La despolarizacion andxica se manifiesta con diferentes latencias dependiendo
de la temperatura, de manera que a una temperatura de 39°C se inicia a los 76 seg, y
se retarda hasta 326 seg. cuando la temperatura disminuye hasta 25°C (Nakashima y
cols. 1995). Esta despolarizacién provoca la liberacién en altas concentraciones de
muchos neurotransmisores incluyendo a los aminoacidos excitatorios como el
glutamato y el aspartato (Hansen y Lundbaek 1989, Haddad y Jiang 1993, Mitani y
cols.1894).

Los aminoacidos excitatorios en el SNC son el glutamato y el aspartato, que se
encuentran en las vesiculas sinapticas y son liberados de manera dependiente del
calcio por despolarizacion de las neuronas. Estos amino&cidos en condiciones
normales se encuentran en bajas concentraciones en la hendidura sinaptica, actdan
sobre receptores especificos de alta afinidad y se recapturan a través de un sistema
también de alta afinidad que los remueve del espacio extracelular. En la membrana
extracelular se encuentran receptores ionotrépicos como son el receptor AMPA/kainato
(acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico) y el receptor NMDA (N-metil-D-

aspartato) y los receptores metabotropicos.
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Como ya se menciond la despolarizacion andxica provoca que el glutamato sea
liberado de las terminales neuronales glutamatérgicas (por ejemplo, las colaterales de
Schaffer, las fibras de la via perforante y las que provienen de la corteza entorrinal en el
campo CA1 del hipocampo) en forma masiva durante los primeros 3 min. pos-isquemia;
en cambio, los astrocitos muestran una liberacién de glutamato entre los 10 a 20
minutos pos-isquemia (Mitani y cols. 1994). La neurotoxicidad del glutamato involucra
dos componentes: el primero ocurre rapidamente y depende del sodio y cloro
extracelular y puede ser mimetizado por una alta concentracion de K*. El incremento
en la conductancia al sodio da como resultado la despolarizacién membranal con un
influjo secundario de cloro y agua con el consiguiente edema; estos cambios pueden
ser reversibles pero en caso de que sean irreversibles pueden llevar a la lisis celular.
Este incremento de sodio intracelular se debe a la apertura de los canales de sodio
dependientes de glutamato y a una pequefia contribucién de los canales de sodio
dependientes de voltaje. El segundo componente depende del calcio extracelular y su
influjo hacia la neurona ocurre en forma tardia provocando también dafio neuronal. La
entrada de calcio se debe a la apertura de los canales de calcio dependientes de
voltaje, que son activados por la despolarizacién anéxica y de los canales operados por
receptores NMDA activados por la liberaciéon excesiva de glutamato y la eliminacion del
bloqueo del magnesio; el calcio intracelular también se incrementa por su liberacion de
las pozas intracelulares (Choi 1987).

El aumento anormal de calcio libre intracelular y su permanencia, puede

desencadenar varice fenémencs {Meldrum y cols. 1985, Schlacpfer y Zimmerman

1985, Choi 1988, Siesjt 1988, lkeda y Long 1990, Orrenius y cols. 1992, Tsubokawa y
cols. 1992, Reiter 1995, Siesj0 y cols. 1995, Chan 1996) al activar fosfolipasas A2 que
hidrolizan a los fosfolipidos que forman parte de la membrana celular incrementando la
cantidad de &cidos grasos libres (araquiddnico); proteasas que destruyen proteinas

estructurales y funcionales (Schlaepfer y Zimmerman 1985); la sintetasa del oxido
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nitrico iniciando los mecanismos de dafio por radicales libres (Kitagawa y cols.1990,
lkeda y Long 19890, Orrenius y cols. 1992, Reiter 1995, Chan 1986); nucleasas que
dafan las cadenas del DNA y a través de la induccién de la expresién de genes
especificos relacionados con la reparacion y con la muerte neuronal tardia (Orrenius y
cols. 1988, Joégersen y cois. 1989, Onodera y cols. 1989, Kogure y Kato 1993, Smeyne
y cols. 1993, Caelles y cols. 1994, Neumann-Hefelint y cols. 1994, Thomson 1999,
Steller 1995). Se ha demostrado que 1 hora después de un periodo de 15 minutos de
isquemia puede ocurrir la ruptura de una sola cadena de DNA en las células de la
region CA1 del hipocampo del gerbo, pero a las 4 horas se observa el DNA reparado;
es posible gue el dario transitorio del DNA agrave las alteraciones pos-isquémicas en la
sintesis de proteinas o en la transcripcion dei RNA (Kogure y Kato 1993).

Durante las 48 h pos-isquemia, la sintesis de proteinas en el cerebro
generalmente se reduce, pero se ha observado la expresidon de genes especificos y la
sintesis de sus proteinas, como son los genes inmediatos-tempranos (IEG's): genes c-
fos, c-jun, zif/268 (dedos de zinc); las proteinas de choque de calor (HSP70) y la
proteina precursora amiloide {Jogersen y cols. 1989, Onodera y cols. 1989, Kogure y
Kato 1993, Smeyne y cols. 1993, Neumann-Hefelint y cols. 1994).

Los productos del c-fos y c-jun forman un complejo, el cual esta asociado con los
elementos del control transcripcional del DNA contenido en los sitios AP-1 y que para
unirse a este sitio usa como motif un zipper de leucina y puede servir como un control
que regula a otros genes en respuesta a estimulos exdgenos. La presencia de la
nroteina Fos {proteina sintetizada por ia expresion del gen c-fos) dentro dei nucieo
neuronal representa un marcador visible de la respuesta celular al estimulo hipéxico o
isquémico dentro del SNC (Kogure y Kato 1993) que depende tanto de la severidad de
la isquemia, como de la naturaleza intrinseca de la poblacion neuronal. La induccidn

exitosa de esta proteina puede producir resistencia y sobrevivencia de las neuronas
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después de la isquemia. Sin embargo, la falla de |a proteina Fos esta relacionada con
la muerte neuronal, aunque se exprese el RNAm (Kogure y Kato 1993).

Los factores que afectan la expresion del gen c-fos durante la isquemia cerebral
son: la liberacién del glutamato, la despolarizacién de la membrana, el influjo masivo
de calcio, la ruptura de la membrana plasmatica y la elevacién transitoria de AMPc
durante los 3-10 min. iniciales de la reperfusiéon (Onodera y cols. 1989).

La activacion de los receptores NMDA induce la expresion rapida y transitoria del
RNAm de varios genes, esta expresiéon es diferente en cada estructura cerebral. De
modo que, en la células granulares del cerebelo se expresan los genes c-fos, c-jun y
zif/268, en el hipocampo del gerbo se expresan los genes c-fos y c-jun, pero su
expresion es mayor en la region CA3 y la fascia dentada que son areas resistentes a la
isquemia en comparacion con la region CA1 que es un area muy vulnerable (Kogure y
Kato 1993). En las areas CA1 y CA4 se han encontrado altos niveles de RNAm del ¢-
fos en las 24-48 h pos-reperfusion, disminuyendo en forma importante a las 72 h. En la
corteza cerebral el RNAm del c-fos se incrementa a los 30 min. de recirculacion, este
incremento persiste por 90 min y disminuye a valores control a las 6 h (Joégersen y cols.
1989).

Después de un periodo de isquemia las neuronas pueden morir inmediatamente
o varios dias despues. La primera es el resultado de una forma de dafio celular agudo,
la cual se observa como edema celular rapido y lisis; en contraste, la ultima se puede
considerar como muerte celular por apoptosis y se caracteriza por la autodigestion
controlada de la célula y parece Gue se inicia a iravés de ia activacion de proteasas
endogenas, lo que provoca la disgregacion del citoesqueleto, la contraccion de la célula
y el dafio membranal. El ndcleo se condensa cuando las endonucleasas son activadas
y se inicia la degradacion del acido desoxirribonucléico (DNA). La funcién mitocondrial
se pierde, las células moribundas mantienen su membrana celular integra aunque

alterada. Sin embargo, la alteracién de la membrana celular de las células apoptéticas
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es una sefal para las células fagocitarias vecinas para ser digeridas y asi completar el
proceso de degradacion. Las células que no son inmediatamente fagocitadas se
rompen en pequefios fragmentos de membrana llamados cuerpos apoptéticos. Una
caracteristica importante de la apoptosis es que las células moribundas eliminadas no
provocan respuesta inflamatoria (Thomson 1995).

Intervienen varios genes en la regulaciéon de la muerte celular, el ced-3, el ced-4
y el ced-9 (ced soporte para la muerte celular defectuosa). Al activarse los dos primeros
se lleva al cabo la muerte celular y el Ultimo evita la muerte celular programada (Steller
1995). La proteina p53 es otro marcador de muerte neuronal aunque su mecanismo de
accion aun se desconoce (Caelles y cols. 1994). Se ha observado que el gen "reaper”
es capaz de integrar la informacién tanto intra como extracelular de las diferentes
sefiales para activar el programa de apoptosis (Steller 1995).

Se ha observado que las neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo
del gerbo mueren entre los 2 a 4 dias después de un periodo de 5 min. de isquemia y
que sobreviven unicamente el 5.8% de ellas a las 3 semanas pos-isquemia. Los
cambios morfolégicos que se observan en las neuronas piramidales son: el
encogimiento que ocurre en forma subita 3 6 4 dias después de la isquemia y la
invasion del estrato piramidal por celulas microgliales cuando las neuronas degeneran
(Nitatori y cols. 1995);, asi como la presencia de inmunorreactividad para las
proteincinasas cisteinas (catepsinas B, H y L) en las neuronas piramidales de la regién
CA1 del hipocampo y en las células microgliales del estrato piramidal pero no en otras
arcas. La cxpresion de ias proteincinasas se incrementa en forma graduaj y muestra su
maxima expresidn al tercer dia después de la isquemia, cuando [as neuronas
piramidales se observan arrugadas. Ademas se observa una disminucion del reticulo
endoplasmico rugoso y de los polisomas, numerosos cuerpos densos y vacuolas
unidas a la membrana que contienen estructuras membranales y de! citoplasma

llamadas vacuolas autofagicas. Una prueba especifica para determinar apoptosis es la
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llamada reaccién de TUNEL; ésta es positiva en las neuronas 3 dias después de la
isquemia pero no antes. La membrana nuclear se encuentra frecuentemente indentada.
Cuatro dias después de la isquemia, las neuronas de! area CA1 presentan su nticleo de
forma irregular con masas de cromatina densa y ademas cerca de las células gliales en
la misma capa se observan cuerpos apoptéticos que contienen condensaciones de
cromatina. Por analisis de Southern Blot se puede observar la fragmentacién del DNA
al cuarto dia pos-isquemia. Estos cambios sugieren que la degradacion de las
proteinas es provocada después del periodo de isquemia y precede a la formacién de
los autolisosomas. Estos hallazgos son consistentes con los criterios bioquimicos y
morfoldgicos de apoptosis y estan de acuerdo con Nitatori y cols. (1995) quienes
sefialan que la muerte neuronal tardia en las neuronas piramidales del area CA1
después de un breve periodo de isquemia es secundaria a apoptosis y no a necrosis.

Después de un periodo de isquemia también se incrementa la sintesis de los
factores de crecimiento nerviosos y de crecimiento de los fibroblastos que pueden estar
relacionados con los procesos de reparacién de estructuras neuronales, en los cuales
se ha sugerido que participan las células gliales (Kogure y Kato 1993, Neumann-
Hefelint y cols. 1994).

Las proteinas de choque de calor de 70 kd (HSP70) son esenciales para la
restauracion del ensamblamiento normal de los ribosomas, promueven la sintesis de
nuevos ribosomas y la recuperacion de la morfologia nucleclar por mecanismos

dependientes de ATP.

| e
[ LW

roteinas HSP70 se producen en mayor cantidad en las areas menos
vulnerables a la isquemia como son el area CA3 y la fascia dentada del hipocampo del
gerbo que en las mas vulnerables como por ejemplo el area CA1. En el hipocampo de
la rata por el contrario, la produccion de la proteina HSP70 se observa en areas
vulnerables. En gerbos con un periodo de 10 minutos de isquemia la cantidad de

RNAm de HSP70 aicanza su maxima produccién a la 8 h pos-isquemia y continua por
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mas de 2 dias cuando en la corteza ya se encuentra en cantidades muy bajas. Esta
continua elevacion de la cantidad de RNAm en el area CA1 sugiere que estas neuronas
estan bajo condiciones de dafio persistente. Las alteraciones en la sintesis de estas
proteinas a nivel transduccional y quiza a nivel transcripcional puede correlacionarse
con los mecanismos excitotoxicos que provocan la muerte neuronal tardia (Kogure y
Kato 1993).

Durante la reperfusion, la reduccién parcial de una molécula de O, en el caso
de que acepte 1 6 2 electrones en lugar de 4 puede producir radicales superdxido o
peroxido de hidrégeno (-Op, Hy05), los cuales son muy tdxicos para las neuronas y
pueden provocar dafio o muerte celular al dafar a los lipidos no insaturados de la
membrana plasmatica. Las neuronas parecidas a otras células en el organismo,
dependen de las enzimas catalasa y la superdxido dismutasa para disminuir la cantidad

de radicales libres en la célula (Haddad y Jiang 1993).

Proteccion neuronal farmacolégica

Después del periodo de isquemia cerebral, existe un intervalo en el cual el
tratamiento puede disminuir o evitar el dafio neuronal, favoreciendo la recuperacion
funcional que puede dar como resultado, una disminucién de la presencia y la magnitud
de las secuelas neurologicas pos-isquemia. A este periodo se le denomina "ventana
terapéutica”, la cual puede variar, de acuerdo a la severidad de la isquemia, la
temperatura corporal, la magnitud del edema cerebral, las condiciones metabdlicas

La neuroproteccion farmacologica es posible, por el uso de farmacos que
incrementen los mecanismos endogenos protectores y aumenten la tolerancia de las
diferentes estirpes celulares cerebrales, antes, durante o después de un episodio de
isquemia (Fisher y cols. 1994). También los farmacos pueden interferir con algunos de

los mecanismos fisiopatolégicos desencadenados por la isquemia.
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La neuroproteccién farmacolégica en general es mas efectiva, si se administra el
tratamiento con farmacos antes del periodo de isquemia y es menor cuando se
administra el tratamiento inmediatamente después o tardiamente al periodo de
isquemia (Fisher y cols. 1994).

En los estudios experimentales, la posibilidad de reducir el dafic cerebral
producido por la isquemia anoxia , se ha basado en parte, en la administracion antes o
dentro de las primeras horas siguientes a partir del episodio de isquemia, de diferentes
farmacos o factores tréficos que puedan atenuar o contrarrestar uno o varios de los
mecanismos fisiopatologicos de la isquemia (Bokesch y cols. 1994, Baskin y Hosobuchi
1981, Safar 1984, Hoff 1986, Warner 1989, Cottrell 1995, Truelove y cols. 1994,
Hashimoto y cols. 1994, Hall 1988, Kawakami y cols. 1995, Kohno y cols. 1995, Guan y
cols. 1995, Guan y cols. 1996, Bleyaert y cols. 1878, Todd y cols. 1982, Shiu y cols.
1983, Gisvold y cols. 1984, Hallmayer y cols. 1985, Shapiro 1985, Kirino y cols. 1986,
Cervantes y cols. 1989, Karlsson y Stten 1989, Schwartz y cols. 1994, Schwartz 1995).
La administracion de farmacos previa al episodio de isquemia tiene como objetivo
principal prevenir la ocurrencia de fenémenos fisiopatologicos inictales que conducen al
dafio pos-isquemia (Kochs y cols. 1992, Baskin y Hosobuchi 1981, Safar 1984, Hoff
1986, Warner 1989).

Los antagonistas del receptor NMDA protegen significativamente en contra del
dafo isquémico en los modelos experimentales. El uso clinico de los antagonistas
competitivos del receptor NMDA es limitado puesto que éstos no cruzan la barrera
hematoencefalica. El dextrometorfane al ser un antagenista, compctitivo y seiectivo del
receptor NMDA, evita la liberacién del glutamato, y previene la expresion del gen c-fos y
de esta forma la muerte neuronal (Bokesch y cols. 1994). También se han utilizado
bloqueadores de receptores no-NMDA, por ejemplo para el receptor AMPA se ha
administrado el YMY0K, el cual ha mostrado un efecto protector cuando su

administracion es inmediatamente después del periodo de isquemia {Koroshetz y
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Moskowitz 1996). Otros bloqueadores del receptor no-NMDA como la ketamina, la
fenilclidina y el MK-801 al ser relativamente lipofilicos y poder penetrar la batrera
hematoencefalica, podrian ser utilizados en la clinica por sus propiedades
neuroprotectoras, después de un evento isquémico (Bokesch y cols. 1994).

El uso de atrapadores de radicales libres y de los inhibidores de la
lipoperoxidacion reducen el dafio cerebral después de un periodo de isquemia, en
particular durante la reperfusion. Experimentalmente se han utilizado farmacos que
incrementan la sintesis de las enzimas involucradas en el metabolismo de los radicales
libres o farmacos que por su estructura quimica como el esteroide acido 21-amino
(U74006F) atrapan a los radicales ya formados, mecanismo mediante el cual reducen
el dafic isquémico en modelos animales (Koroshetz y Moskowitz 1996).

Durante algunos procedimientos quirtrgicos, se ha utilizado como proteccion
neuronal a la hipotermia, de modo que la temperatura cerebral es disminuida y
mantenida entre 33 y 34°C. Si se reduce la temperatura cerebral, se reduce el consumo
de oxigeno celular y su metabolismo, lo que retarda el agotamiento del ATP
citoplasmatico. Esta disminuciéon de la temperatura se ha visto que es utilizada por
animales que se mantienen dormidos por un largo periodo de tiempo o en animales
que en su medio ambiente tienen una cantidad muy baja de oxigeno (Koroshetz y
Moskowitz 1996). El aplicar este procedimiento inmediatamente después del periodo de
isquemia atenla el proceso citotoxico primario y tardio, la ruptura de la barrera
hematoencefalica y la generacién de los radicales libres y la peroxidacién de los lipidos

de la membrana plasmatica.

Los bloqueadores de los canales L de calcio dependientes de voltaje como la
nimodipina también han sido utilizados, como un mecanismo para evitar la liberacién
masiva de neurotransmisores excitatorios, aunque se ha observado que su eficacia es
parcial. Por otro lado, se ha visto que la nimodipina previene parcialmente el

incremento de calcio intracelular, al evitar su salida de la mitocondria y al bloquear en
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forma selectiva a los canales L de calcio en la membrana citoplasmatica. Este
incremento del calcio intracelular se debe a su entrada por los otros canales de calcio
insertados en la membrana celular. Clinicamente el uso de los bioqueadores de los
canales L de calcio no ha tenido la eficacia que se esperaba.

También se han utilizado los bloqueadores de los canales N de calcio como el
SNX111, que aunque han sido eficaces al atenuar la liberacién de neurotransmisores
excitatorios y el incremento de calcio intracelular no son ampliamente usados debido a
los severos efectos colaterales que producen como la severa hipotension arterial al
bloquear al sistema simpatico (Koroshetz y Moskowitz 1996).

La administracion de la lamotrigina, [ubeluzole, riluzole y fosfenitoina, reducen la
liberacién de neurotransmisores excitatorios al bloquear a los canales de sodio e
impedir su influjo en la terminal presinaptica, lo que provoca una disminucién del dano
isquémico en modelos animales (Koroshetz y Moskowitz 1996).

Otros procedimientos protectores que han sido utilizados son: el incrementar fa
produccién de 6xido nitrico, el uso de neurotrofinas o factores de crecimiento como el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), la modificacion de los programas genéticos

de muerte celular por el empleo del gen Bel-2 (Koroshetz y Moskowitz 1996).

Agonistas GABAérgicos

Se ha demostrado que la administracién de farmacos como los barbitlricos, las
benzodiacepinas y los esteroides anestésicos pueden reducir algunas de las
alteraciones provocadas por la isquemia ccrcbral en animales de experimentacion
(Hallmayer y cols. 1985, Shapiro 1985, Kirino y cols. 1986, Cervantes y cols. 1989,
Karlsson y Stten 1989, Schwartz y cols. 1994, Schwartz 1995) y en seres humanos
(Schmidt-Kastner y cols. 1990). Estos efectos han sido atribuidos al incremento de la
neurotransmision GABAérgica, inhibitoria, en los circuitos neuronales que forman parte

de las estructuras cerebrales vulnerables a la isquemia. Se ha probado que los
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agonistas directos del receptor GABAp como el muscimol, asi como otros farmacos
agonistas indirectos protegen del dafio neuronal provocado por [a isquemia (Gee y cols.
1888, Cervantes y cols. 1989, Turner y cols. 1989, Johansen y Diemer 1991, Jussofie
1893, Dunn y cols. 1994, Kenneth 1994, Cervantes y cols. 1995, Shuaib y cols. 1995).
De este modo, la reduccién de la excitabilidad neuronal ha sido sefalada como el
mecanismo por el cual los esteroides anestésicos evitan el dafio cerebral pos-isquemia

(Atkinson y cols. 1965, Saji y Reis 1987, Cervantes y cols. 1989).

Neurotransmisor inhibitorio GABA

En los mamiferos, el neurotransmisor inhibitorio GABA (4cido y-amino-butirico)
se encuentra localizado en el SNC, con una distribucién topografica diferencial. Se
localiza en las terminales nerviosas de estructuras cerebrales particulares de donde es
liberado por un estimulo despolarizante dependiente del calcio (Jussofie 1993). El
GABA interacciona con receptores pos-sinapticos y después de su liberacién es
removido del espacio sinaptico por un sistema de recaptura de alta afinidad. En el SNC
de los mamiferos, la aplicacion iontoforética de GABA usualmente resulta en una
respuesta pos-sinaptica inhibitoria hiperpolarizante, la cual al ser bloqueada por
bicuculina involucra al receptor GABAp acoplado a un canal de cloro (Gee y cols.
1988).

En el hipocampo, en la capa de células piramidales/granulares y en la capa
molecular y se ha mostrado una gran actividad de la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD) en las interneuronas locales. Existe una gran cantidad de botoncs sinapticos que
contienen GAD/GABA alrededor de las células piramidales/granulares, provenientes de
los axones de las células en cesta. También se ha encontrado un tipo de interneuronas
distintas de las células en cesta, las cuales son responsables de la gran cantidad de
botones terminales GABAergicos que se localizan exclusivamente sobre los segmentos

iniciales de los axones de las células piramidales (Fonnum 1987).
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Mucha de la actividad GABAérgica de la sustancia nigra deriva de las neuronas
del neoestriatum, una menor actividad proviene de las neuronas del globo palido y una
mucho menor actividad se debe a las células GABAérgicas locales de la pars reticulata.
Aproximadamente el 80 % de las terminales en la sustancia nigra pars compacta y
virtualmente cada soma y dendrita en la pars reticulata estan asociadas con terminales
GABAérgicas. Las células GABAérgicas de la sustancia nigra estabiecen proyecciones
hacia el coliculo superior, ciertos nicleos talamicos y hacia el area tegmental ventral
(Fonnum 1987).

El receptor GABAp es el responsable de la mayor parte de la inhibicién de la
excitabilidad neuronal en el SNC de los vertebrados, esta ampliamente distribuido en el
SNC y es el sitio de accion de un nimero importante de drogas que actian en el SNC
(benzodiacepinas, barbituricos, esteroides). Existe una gran concentracion de
receptores GABAA en neuronas de la corteza frontal, la capa celular granulosa del
cerebelo, el bulbo olfatorio, la sustancia nigra y el nicleo geniculado medial del talamo.
En el hipocampo en las areas CA1-CA4: la capa de células granulosas y los cuerpos de
las neuronas piramidales contienen cantidades moderadas de! receptor GABAp en
comparacion con las otras capas, siendo estos receptores en las células piramidales
los responsables de la inhibicion provocada por las células en cesta (Bowery y cols.
1987).

La administracién de estrogenos o su combinacién con progesterona incrementa

en forma significativa el nimero de receptores GABAA de alta afinidad regulando de

i 1A i 1 A AA L,
esta manera la actividad neurcnal en la formacién del hipocampo, en el area CA1 y &n

la capa molecular dorsal de la fascia dentada (Schumacher y cols. 1989).
La sustancia nigra contiene una moderada cantidad de receptores GABAp,
encontrandose la mayor concentracion en la zona de la pars reticulata en comparacion

con la pars compacta (Bowery y cols. 1987).
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Los estudios electrofisiologicos sobre el receptor de GABAp han mostrado que
este canal es selectivo para el anién cloro y su activaciéon por GABA provoca un
incremento en la conductancia al cloro, lo que usualmente resulta en una
hiperpolarizaciéon de la membrana neuronal, reduciendo la probabilidad de que se
genere un potencial de accion. Si se incrementa la concentracion del agonista, se
incrementa la frecuencia de apertura del canal de cloro y el tiempo promedio de
apertura. Los sitios de reconocimiento para barbitiricos, benzodiacepinas y GABA se
encuentran localizados en diferentes sitios del ectodominio del receptor (Schumacher y
cols. 1989).

El receptor GABAA esta formado por cinco subunidades distintas, en un arreglo
pentamérico, formando asi en el centro un canal. Se han encontrado 6 diferentes
subunidades o, 4 subunidades B, 3 subunidades y y una subunidad 8. La co-expresion
de estas subunidades permite la combinacién de las mismas, lo cual le confiere al
complejo propiedades farmacologicas especificas; por lo tanto la respuesta neuronal
hacia el GABA esta influenciada por una expresién diferencial de las subunidades a, la
cual varia en las diferentes regiones del cerebro y puede servir a su vez para generar
una gran diversidad de respuestas al GABA como un mecanismo importante de

plasticidad sinaptica (Harrison y cols. 1987, Levitan y cols. 1988).

Esteroides y Sistema Nervioso Central

Bajo condiciones experimentales, algunos esteroides naturales ejercen acciones
anestésicas; asi desde que en 1027 C ravck reportaron la induccidn de
anestesia con la administraciéon intravenosa de una suspension coloidal de colesterol
en gatos, se ha continuado con el estudio de las propiedades anestésicas de estos
compuestos. Los mecanismos de accion del colesterol eran desconocidos y se pensé
que desordenaba a los lipidos de la membrana celular de una manera no especifica,

con la subsecuente alteracidon de la actividad neuronal. Cuando se descubrieron
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posteriormente las propiedades hipnético-sedantes de los esteroides, se asumi6 que
actuaban de manera similar al colesterol (Wilimer, 1961; Reddy y cols. 1989, Clarke y
cols. 1990); sin embargo, se creia que podian tener diferentes mecanismos de accion
(Paul y Purdy 1992). Selye (1941,1942) fue el primero en describir la actividad
hipnética-sedante de la progesterona y de la desoxicorticosterona e identificd que los
metabolitos reducidos en el anillo A eran mas potentes que la progesterona.

Los compuestos quimicos esteroides endogenos y sintéticos que tienen efectos
en el SNC pueden modificar el funcionamiento neuronal mediante varios mecanismos
celulares. Un primer mecanismo consiste en sus acciones sobre los procesos celulares
de la transcripcion del DNA, mediado por un receptor intracelular, que dan lugar a
fendmenos que ocurren con una latencia relativamente larga, de horas a dias
(DeVoogd y Nottebohm 1981, Arnold 1984, Kurtz y cols. 1986, Leedy y cols. 1987). Un
segundo mecanismo es el ya mencionado sobre la alteracion de la fluidez de la bicapa
lipidica. Un tercer mecanismo se lleva al cabo a través de la activacion de segundos
mensajeros que activan al receptor intracelular de esteroides para su posterior
transcripcién. Un cuarto mecanismo es aquel en el cual el esteroide se une a un
receptor de membrana que esta acoplado a un canal de calcio, actualmente no se sabe
que tipo de receptor es ni cual es su importancia fisioldgica, pero se ha observado este
efecto durante la reaccion acrosomal del espermatozoide, y en la activacion de las
enzimas de degradacion durante la ovulacion. El quinto mecanismo es una extension
del clasico mecanismo gendmico e interviene la interaccidén del complejo ligando-
r con o DNA, pero on cstc mecanismo, ¢l esteroide se inserta dentro del DNA
en un dominio llamado elementos de respuesta a hormonas (HREs) que es muy
especifico para un determinado esteroide, de manera que puede iniciarse el proceso de
transcripcién. Un sexto mecanismo se relaciona con fenémenos de inhibicién de la
excitabilidad neuronal que se asocia con los efectos sedantes, anticonvulsivantes y

anestésicos de latencia breve (segundos a minutos) inducidos por algunos esteroides
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enddgenos o exogenos y que son atribuibles a sus acciones membranales y @
modificaciones de diversos procesos de neurotransmisién inhibitoria a través del
receptor membranal GABAp (Raisinghani y cols. 1968, Kubli-Garfias y cols. 1976
Nabekura y cols. 1986, Schumacher 1990, McEwen 1991, Orchinik y McEwen 1993,
Mahesh y cols. 1996, Rupprecht y cols. 1996).

Los esteroides neuroactivos son aquellos que independientemente de su fuente,
ya sea periférica o sintetizados de "novo" en el SNC, pueden encontrarse y acumularse
en el SNC y ejercer su efecto sobre el receptor GABAp ubicado en la membrana
neuronal, aumentando la neurotransmisién GABAérgica inhibitoria (Myerburg y cols.
1980, Dearden 1985, Graham 1985, Heuser y Guggenberger 1985, Hossman 1985,
Kaplan y cols. 1987).

La sintesis "de novo" de diversos compuestos de naturaleza esteroide a partir
del colesterol, capaces de modificar la excitabilidad neuronal de manera relativamente
rapida, se ha mostrado en las células gliales en el SNC (Jung-Testas y cols. 1988,
Baulieu 1991, Baulieu 1992, Paul y Purdy 1992, Mellon 1994). Las enzimas
involucradas en la esteroidogénesis en el tejido cerebral, han sido identificadas en las
células gliales: el citocromo P450scc (side chain clavage) se ha localizado en las
mitocondrias de los oligodendrocitos y Ia enzima 5c-reductasa se ha encontrado en
altas concentraciones en la mielina. Se ha identificado la sintesis de pregnenolona
(A5P) a partir del colesterol. La A5P es transformada en progesterona también en las
células gliales, selectivamente en astrocitos tipo [. La P4 puede ser parcialmente
convertida en sus metabolitos Sa-reducidos: S5o-DHP (Sa-pregnan-3,20 diona, Su-
dihidroprogesterona) y  3a,5a-THP  (3a-hidroxi-5a-pregnan-20-ona,  3o-5a-
tetrahidroprogesterona, alopregnanolona) en el cerebro de ratas recién nacidas. La
dehidroepiandosterona (DHA) es otro esteroide sintetizado en el tejido cerebral, pero su
precursor bioquimico es desconocido (Copérchot y cols. 1983, Yi Hu y cols. 1987,

Baulieu 1991, Baulieu 1992, Purdy y cols. 1992, Costa y cols. 1994).
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Se ha mostrado que los componentes celulares del SNC son capaces de
producir esteroides neuroactivos mediante la biotransformacién de P4 Yy otras
progestinas sintetizadas en glandulas periféricas.

Los esteroides neuroactivos incluyen la alfadolona, la 4-pregnen-3,20-diona (Py),
la  5a-pregnan-3,20-diona (DHP), 17- hidroxiprogesterona (17-OH-P), la
dihidrotestosterona (DHT), la desoxicorticosterona (DOC), la alotetrahidroDOC, la Sa-
pregnan-3a,21-diol-20-ona  (THDOC), la 5a-pregnan-3a-ol-20-ona (THP), la
dehidroepiandosterona (DHEA), el 5a-androstan-3a,17p-diol (3a,17p-diol), la 5p-
pregnan-3a-ol-20-ona, la 5p-pregnan-3,20-diona y su eficacia para modificar la
excitabilidad neuronal ha sido bien sustentada (Kubli-Garfias y cols. 1976, Martini y
cols. 1993, Mellon 1994).

Existe evidencia experimental que indica gue los esteroides neuroactivos al tener
un sitio de reconocimiento en el dominio transneuronal del receptor GABAA
incrementan la neurotransmision GABAé&rgica e inhiben Ia excitabilidad neuronal (Gee y
cols. 1987, Smith y cols. 1987, Johansen y Diemer 1991, Purdy y cols. 1892, Hill-
Venning y cols. 1992, Cononaco y cols. 1993).

Se ha propuesto que los esteroides neuroactivos y los neuroesteroides pueden
tener dos puntos de contacto en la zona de reconocimiento del receptor GABAA a
través de dos grupos funcionales polares con sus porciones hidrofébicas en contacto
permanente con la cadena de acidos grasos de los fosfolipidos que rodean al receptor

GABAp. Tales interacciones pueden demandar requerimientos estructurales

P e R e

en una orientacién espacial particular. Por tal motivo se ha visto que modificaciones en
la estructura quimica de los esteroides pueden modificar su potencia biologica (IM y
cols. 1989, Giusti y cols. 1992).

La estructura basica requerida para que un esteroide sea activo sobre el

receptor de GABA, comprende el anillo A reducido en su conformacion 5« 0 B, un
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hidroxilo en el C3 en configuraciéon a (no en B), y una cetona en el C20; otras
modificaciones en su esqueleto pueden modificar su potencia (Selye 1942, Harrison y
cols. 1987). La 3u-5a-pregnan-oi-20-ona (3a-5a-THP; alopregnanolona) y la 3a-21-
dihidroxi-5u-pregnan-20-ona (THDOC) son los derivados de la progesterona y de la
desoxicorticosterona mas activos, puesto que aumentan la respuesta provocada por el
GABA (Rupprecht y cols. 1996). Los derivados de la progesterona que le siguen en
potencia son la 5a-pregnan-3a-21diol-20-ona (5a- DHP; epipregnanolona), la Sa-
pregnan-3a-ol-11,20-diona, la 5p-pregnan-3c-ol-20-ona y la 5p-pregnan-3a-ol-11,20-
diona (Harrison y cols. 1987).

Los pregnanos incrementan la respuesta provocada por el neutransmisor GABA,
por las benzodiacepinas y por barbituricos, lo que indica que su sitio de union es
diferente al de estos ligandos (Harrison y cols. 1987).

Se ha observado que los pregnanos reducidos en el anillo A en configuracién 5o
o 5B, pueden tener un efecto inhibitorio del 100% al desplazar al TBPS (t-
butilbiciclofosforotionato, antagonista que provoca convulsiones), sin embargo el 5a es
mas eficaz que el 5p al ser administrado en una concentracion menor del 62 % que la
requerida por este Gltimo (Gee y cols. 1988).

Debido a que la distribucion de las subunidades o del receptor GABAA es
hetereogénea en el SNC y que las variantes parece que responden diferencialmente al
metabolito 5o pregnan-3a-ol-20-ona (30-OH-DHP), es posible que la magnitud de la
respuesta a los neuroesteroides pueda variar regionalmente. La combinacion de las

e ol b . .
en & humano es la a3 ﬂ'} f
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subunidades en el recepior GABAp mas efica
cols. 1991). Para el tipo de receptor GABAA sensible a las benzodiacepinas se requiere
la combinacion ofpy (Gee y cols. 1988). Los esteroides interactian con un receptor
GABAA que tenga una combinacion de subunidades a1p1, y a1f1y2, (Giusti y cols.
1992).
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Actividad eléctrica cerebral e isquemia

Pocos estudios han abordado el andlisis de la actividad eléctrica neuronal
asociada con los fendmenos fisiopatoldgicos provocados por la isquemia-anoxia. Sin
embargo, los efectos de la isquemia-reperfusién sobre la excitabilidad neuronal
inicialmente y sobre el dafio y muerte neuronal en las horas y en los dias posteriores,
se manifiestan como alteraciones en ia actividad neuronal unitaria, en la actividad
multineuronal (AMN) y en el electroencefalograma (EEG) (Suzuki y cols. 1985). Asi se
ha descrito un aumento de la actividad unitaria en las neuronas del area CA1 del
hipocampo en gerbos, 7 a 24 h después de un periodo de 5 min. de isquemia-anoxia,
que es seguido por una reduccion severa de esta actividad 24 h después (Suzuki y
cols. 1885). Se han encontrado también disminuciones significativas en la frecuencia
de la descarga multineuronal de la formacion reticular mesencefalica, del hipocampo vy
de la amigdala basolateral en las horas siguientes y que persisten al menos, durante 7
dias después de un episodio de isquemia-anoxia cerebral global aguda en gatos
(Cervantes y cols. 1989, Cervantes y cols. 1985), asi como signos
electroencefalograficos de lesién cerebral, como son: EEG isoeléctrico inmediatamente
después del PCR, actividad de ondas lentas parecidas a las ondas delta (< 4 Hz), con
descargas intermitentes con una frecuencia entre 6-15 Hz y espigas aisladas
(Cervantes y cols. 1995)

Entre ellos, se ha observado que la isquemia cerebral puede alterar la
frecuencia, amplitud, abundancia, topologia, reactividad y variabilidad del EEG; puede
alterar algunos de los ritmos normalmente presentcs como el fitmo «, p y las
reacciones fdticas, incrementar la actividad & y reducir o eliminar el ritmo ©
hipocampico; también puede provocar la aparicién de actividades normalmente
ausentes como la actividad § ritmica intermitente frontal o de descargas epileptiformes

lateralizadas periddicas (PLED's) (Van Huffelen y cols. 1984, Contreras 1994).
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La magnitud y diversidad de las anormalidades en la AMN y en el EEG
encontradas es maxima inmediatamente después del periodo de isquemia y disminuye
con el transcurso del tiempo después de ila misma (Van Huffelen y cols. 1984,
Cervantes 1993).

La actividad eléctrica cerebral también puede ser modificada por la accién de
progestinas naturales al provocar fa sincronizacién del EEG cortical e inhibir la AMN de
la formacién reticular mesencefalica, del hipocampo y del hipotalamo. Las progestinas
reducidas en su posicion 58 como son la pregnanolona, la epipregnanolona y la
pregnandiona inhiben la descarga neuronal y sincronizan el EEG con latencias cortas
después de su administracion intravenosa y en dosis bajas en comparaciéon con las
progestinas reducidas en la posicién 50 como la alopregnanolona y la alopregnandiona.
La administracion de epipregnanolona disminuye la frecuencia de disparo neuronal en
las estructuras cerebrales localizadas en la porcion rostral al tallo cerebral, por ejemplo

en el hipotadlamo y el hipocampo (Kubli-Garfias y cols. 1976).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con los antecedentes expuestos:
1) El incremento de la neurotransmision GABAérgica tiene un efecto protector.
2) Los neuroesteroides y esteroides neuroactivos incrementan la neurotransmision
GABAérgica.
3) La progesterona y algunos de sus metabolitos han demostrado que tienen la

capacidad de incrementar la neurotransmision GABAérgica.
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HIPOTESIS

1) El tratamiento con progesterona reducird ias alteraciones de la actividad
multineuronal provocadas por isquemia-anoxia cerebral global aguda en el hipocampo,

la sustancia nigra pars reticulata y la formacion reticular mesencefalica del gato.

2) El tratamiento con progesterona reducira las deficiencias neurolégicas provocadas

por un periodo de isquemia-anoxia cerebral global aguda en el gato.
3) El tratamiento con progesterona preservara la poblacién neuronal de las regiones

CA1, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo y de la sustancia nigra pars reticulata del gato

después de un periodo de isquemia-anoxia cerebral global aguda.
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OBJETIVOS

1) Analizar los efectos de la progesterona sobre las alteraciones de la actividad
multineuronal del hipocampo, la sustancia nigra pars reticulata y la formacion reticular
mesencefalica, provocadas por isquemia-anoxia cerebral giobal aguda consecutiva a

paro cardiorrespiratorio en el gato.

2) Analizar los efectos de la progesterona sobre las deficiencias neurolégicas
provocadas por un periodo de isquemia-anoxia cerebral global aguda consecutiva a

paro cardiorrespiratorio en el gato.

3) Analizar los efectos de la progesterona sobre la poblacion neuronal de las regiones
CA1, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo y de la sustancia nigra pars reticulata,
provocadas por un periodo de isquemia-anoxia cerebral global aguda consecutiva a

paro cardiorrespiratorio en el gato.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 18 gatas (Felis catus) adultas (2.5-3.0 kg de peso corporal). Los
animales fueron ovariectomizados por via abdominal, bajo anestesia con pentobarbital
sodico iv 35 mg/kg; 7 dias después también bajo anestesia con pentobarbital sédico iv,
se les implantaron a permanencia electrodos bipolares concéntricos en las siguientes
estructuras cerebrales: hipocampo (HIP, anterior 0.5, lateral derecha 7.5 y profundidad
+7.0); sustancia nigra pars reticulata (SNr, anterior 3.5, lateral izquierda 5.0 y
profundidad -3.5); y formacion reticular mesencefalica (FRM, anterior 2.0, lateral
derecha 3.5 y altura -2.0) de acuerdo con las coordenadas del atlas estereotaxico de
Snider y Niemer (1961). Al mismo tiempo, dos agujas de acero inoxidable fueron
implantadas en el hueso suprayacente a la corteza parietal (CP) como electrodos
corticales y otra fue implantada en el seno frontal como electrodo de referencia. Los
electrodos bipolares concéntricos fueron construidos con alambre de nicromo (60 um
de diametro) aislado, colocado dentro de una canula de acero inoxidable calibre 25,
cubierta de barniz aislante, excepto en una pequeiia superficie de 1 mm en la punta de
la misma de donde sobresale aproximadamente 1 mm el extremo del alambre de
nicromo con su superficie de seccidn. Los electrodos se unieron a las terminales de un
conector, el cual fue fijado al craneo de cada gata mediante cemento acrilico.

Quince dias después de la implantacién de los electrodos se obtuvieron en cada
gata registros simultaneos del electroencefalograma (EEG) de la CP y el EEG y la
actividad multineuronal (AMN) en el HIP, SNr y FRM en la condicién conductual de
alerta (atento-quieto). La técnica basica para el registio del EEG y AMN en estas
condiciones ha sido descrita anteriormente vy utilizada en forma rutinaria en nuestro
laboratorio (Winters y cols. 1967, Buchwald y cols. 1973, Cervantes y cols. 1989). Cada
animal se coloco dentro de una caja metalica sonoamortiguada (70 x 60 x 50 ¢cm), con
una pared de vidrio acondicionada para la obtencion del registro de la actividad

eléctrica cerebral y para la observacién de su conducta y de su actividad motora de
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manera simultanea. Se utilizé un cable flexible acoplado por una parte al conector que
contiene las terminales de los electrodos y gue se encuentra fijo al craneo de la gata y
por otra parte a los conectores de entrada de los canales de un poligrafo Grass modelo
7B para el registro de la actividad eléctrica cerebral. En el poligrafo las sefiales de la
corteza y de las estructuras subcorticales se amplifican en un preamplificador y se
filtran enviando las de frecuencia baja (EEG) a un amplificador y las de frecuencia alta
a un analizador para el procesamiento de la actividad multineuronal. La salida del
amplificador del poligrafo conectada al sistema de operacion de las pajillas del mismo,
di6 lugar a la obtencion del registro grafico en papel del EEG de la corteza y las
estructuras subcorticales. En el analizador de la actividad multineuronal, los potenciales
de accidon de mayor magnitud (usualmente los potenciales contenidos en el tercio
superior del registro de la actividad multineuronal) fueron seleccionados de la actividad
multineuronal total de las estructuras subcorticales por medio de un circuito de
compuerta que con cada uno de estos potenciales generaba un pulso cuadrado de 2
voltios de amplitud y un milisegundo de duracién. Estos pulsos alimentaron a un circuito
generador de escalera el cual dio lugar a un escaldon cuando recibia cada pulso y una
vez admitidos 16 pulsos restauraba su nivel de cero, para iniciar otro escalamiento. La
salida del generador de escalera se conectd al sistema de operacidon de las pajillas del
poligrafo, de tal manera que el numero de escaleras registradas en el papel,
multiplicado por 16, por unidad de tiempo es un indicador de la frecuencia de descarga
de la actividad multineuronal. En cada animal se tomd un registro de la actividad
eléctrica cerebral control a las 7:45 AM antes de cualguier tratamientio, y registros
diarios a la misma hora durante los 7 dias bajo tratamiento antes y 7 dias después del
periodo de isquemia aun bajo tratamiento y 7 dias mas al suspender el mismo (Figs. 1
y 2).

En cada uno de los animales se efectué una evaluacién neuroldgica antes del

periodo de isquemia (control) y una diaria durante los 7 dias posteriores al mismo, de
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acuerdo al procedimiento descrito por Todd y cols. (1982), el cual permite evaluar: el
nivel de conciencia, 0-15 puntos; la respiracion, 0-10; los pares craneales, 0-10 puntos;
los reflejos espinales, 0-21 puntos; los patrones conductuales, 0-8 puntos y el equilibrio
0-25 (Anexo 1). En esta evaluacién neuroldgica un gato normal obtiene un puntaje de 0,
en tanto que un animal con deficiencia neurologica severa puede obtener hasta 100
puntos (estado premortem). Todos los animales debieron tener puntaje de cero en la
evaluacién control para ser incluidos en el estudio.

Luego de la obtencion del registro control de la actividad eléctrica cerebral, las
gatas fueron asignadas en forma aleatoria a cualquiera de los siguientes grupos:

Grupo |.- Seis gatas expuestas a maniobras simuladas (sham). En cada uno de
los animales se realizaron las mismas maniobras efectuadas en las gatas de los otros
dos grupos, a excepcion de la induccion del paro cardiaco, la detencion de la
ventilacién pulmonar y el procedimiento para la reanimacion .

Grupo Il.- Seis gatas expuestas a un periodo de isquemia-anoxia de 15 min. de
duracidn y hasta 4 min. de maniobras de reanimacion, las cuales recibieron tratamiento
con el vehiculo de la progesterona (aceite de maiz) 0.5 ml/kg/dia sc, 7 dias antes y 7
dias después del episodio de isquemia.

Grupo Ill.- Seis gatas expuestas a un periodo de isquemia-anoxia de 15 min. de
duracion y hasta 4 min. de maniobras de reanimacion, las cuales recibieron tratamiento
con progesterona, 10 mg/kg/dia sc, en un volumen de 0.5 ml/kg/dia 7 dias antes y 7
dias después del episodio de isquemia.

Se obtuvieron mucstras de sangre {1 ml) de todas las yatas a ios dias cero, dos,
cuatro y siete de tratamiento, para medir la concentracion de P4 circulante en el suero
por medio de un método de inmunoensayo automatico. El suero fue separado
inmediatamente después de tomada la muestra sanguinea y almacenado a -4°C hasta
que se realizd el andlisis. La concentracion de P4 fue medida por un método de

inmunoensayo utilizando una enzima quimioluminiscente de un estuche comercial
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(IMMULITE Progesterone, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EEUU).
El limite de deteccion para P4 fue de 0.09 ng/ml y los coeficientes de variacion intra e
interensayo fueron de 6 y 8.5 % respectivamente.

Al séptimo dia de tratamiento cada gata de los grupos Il y I!l fue sometida a un
periodo de 15 min. de isquemia cerebral global como resultado de paro
cardiorrespiratorio (PCR), seguido de hasta 4 min. de maniobras de reanimacion, de
acuerdo a un modelo de isquemia cerebral global aguda utilizado en nuestro laboratorio
y el grupo | fue sometido a maniobras sham. El PCR o las maniobras sham se
realizaron de la forma siguiente: las gatas fueron anestesiadas con halotano al 4% en
oxigeno en una caja de Plexiglas. En cada uno de los animales se efectué bloqueo
neuromuscular con bromuro de pancuronio 0.3 mg/Kg administrado iv a través de un
catéter endovenoso colocado en una pata trasera y se realiz6 intubacién endotraqueal
para aplicar ventifacion mecanica controlada (Respirador Bird Mark VIIl) con halotano al
1.5% en oxigeno para mantener la anestesia y con frecuencia respiratoria de 20 a 24
respiraciones por minuto con una fraccioén inspiratoria de oxigeno (FiO,) de 0.21 para
mantener la presién arterial de bidxido de carbono (PaCO») entre 30 y 35 mmHg.

Previa infiltracién de la piel con 1 ml de lidocaina al 2% se realizd una incisién de
1 c¢cm en el cuello y otra en la regidn inguinal derecha. A través de la vena yugular se
inserté un catéter estéril hasta la auricula derecha, el cual sirvié como guia para la
insercion de un electrodo de acero inoxidable de 0.75 mm de diametro, cuya punta
sobresale 2 mm del extremo distal del catéter en la auricula, la localizacién precisa de
la nunta del electredo fue confirmada por medio de un electrocardiograma (ECG)
intracavitario. Otro catéter estéril fue insertado en la arteria femoral derecha para
registrar en forma continua la presién arterial media (PAM). Una vez que ia cirugia se

completd, las heridas del cuello y de la regidn inguinal fueron suturadas.
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Paro cardiorrespiratorio

En cada animal se iniciaron las maniobras experimentales de paro cardiaco o
sham con valores de pH, gases en sangre y glucosa dentro de limites fisiologicos.

La administracion de halotano fue interrumpida y un minuto después se provoco
fibrilacion ventricular en las gatas de los grupos il y lll mediante el paso de corriente
eléctrica (60 Hz, 20 V, 5 a 10 segundos), a través del electrodo intrauricular ubicado en
la auricula derecha y de un electrodo subcutéaneo colocado en el apex hasta que la
PAM mostré una caida brusca a menos de 10 mmHg. En ese momento la ventilacion
mecanica fue suspendida. Cinco minutos después de iniciado el PCR, el electrodo
colocado en la auricula derecha fue retirado. El paro cardiaco y la detencion de la
ventilacion pulmonar se mantuvieron durante 15 min.

Al término de los 15 minutos de paro cardiaco y detencion de la ventilacion
mecanica se iniciaron las maniobras de reanimacion: se aplico ventilacién mecanica
controlada con FiO,= 1, masaje cardiaco externo para incrementar y mantener la PAM
entre 90 y 110 mm Hg, administracién de bicarbonato de sodio 1 mEg/kg iv y de
clorhidrato de epinefrina 15 ug/kg iv; aproximadamente a los 2 minutos de iniciadas las
maniobras de reanimacion se procedié a inducir la desfibrilacién cardiaca mediante una
descarga de 20 Julios aplicada sobre las paredes del térax mediante las placas de un
desfibrilador (Mennen Cardiopak Modelo 936). En caso de que no se recuperara la
PAM, se aplicéd una nueva dosis de bicarbonato de sodio, 1mg/kg iv, de clorhidrato de
epinefrina, 15 pg/kg iv y se repitio la desfibrilacién hasta lograr que la PAM alcanzara y
mantuvicra valores de 20 mm Hg. En caso necesario se administrd suifato de atropina
50 ug/kg iv y clorhidrato de lidocaina 1 mg/kg iv segun requerimientos para estabilizar el
ritmo cardiaco. La presién arterial media debié alcanzar y mantenerse entre 90 y 110
mmHg en el término de 4 min. a partir del inicio de las maniobras de reanimacion y
mantenerse en esos valores durante las 6 h siguientes al episodio de isquemia para

que las gatas fueran incluidas en el estudio. El ECG fue registrado continuamente a
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través de electrodos de aguja subcutaneos. Se registré la temperatura rectal cada hora
y se colocd una lampara de 60 watts a 20 cm. del térax a fin de que la temperatura
corporal se mantuviera entre 36 y 36.5°C. Se tom6 una muestra de sangre arterial (1ml)
para la determinacion del pH y exceso de base, bicarbonato, presion arterial de oxigeno
(Pa0,) y PaCO, con un analizador pH-Blood Gas-CIBA Corning 2381, 15 min. antes
del PCR y a los 10, 30, 60, 120 y 240 minutos después de la reanimacion y se
realizaron las correcciones necesarias para mantener el pH entre 7.35 y 740 y la
PaCO, entre 30 y 35 mm de Hg. Se determinaron también los valores de glucosa
sanguinea durante las 6 h siguientes al episodio de isquemia.

La ventilacion asistida se mantuvo con FiOo= 1 durante 1 h después del PCR o
de las maniobras simuladas y con FiO,= 0.4 durante 5 h mas.

Cada uno de los animales se mantuvo con bloqueo neuromuscular hasta 6 horas
después del episodio de isquemia; durante este periodo se tomaron registros de la
actividad eléctrica cerebral a los 30 min. pos-isquemia y después cada hora.

Las gatas del grupo | no recibieron el paso de corriente alterna a través del
electrodo insertado por el catéter en la vena yugular ni la ventilacion mecanica fue
detenida, de modo que estas gatas no estuvieron sujetas a paro cardiorrespiratorio ni a
maniobras de reanimacién, Unicamente estuvieron sujetas a maniobras simuladas,
incluyendo el bloqueo neuromuscular, los procedimientos quirlirgicos y la ventilacién
mecanica asistida durante 6 h.

Al término de este periodo se revirtié el efecto del bromuro de pancuronio con
ncostigmina 0.06 mg/kg iv y sulfato de atropina 0.04 mg/Kg iv para prevenir la
bradicardia.

Las canulas insertadas en la vena yugular y en la arteria femoral fueron retiradas
bajo anestesia con halotano, las heridas fueron suturadas y se retiro la canula
endotraqueal una vez que se reinicié la actividad respiratoria en forma espontanea.

Después de la extubacion, cada gata fue colocada en una caja a una temperatura de
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25°C durante 24 h pos-paro. Los siguientes dias las gatas fueron mantenidas con
alimento y agua ad libitum. En caso necesario se le administr6 a cada animal solucién
salina al 0.9 %, 50 ml/kg/dia sc para mantenerlas hidratadas.

Se calculd la pérdida total de sangre durante el experimento y el suministro de

soluciones (NaCl 0.9%) tratando que los volUmenes fueran equivalentes.

Seguimiento y estudio histolégico

El tratamiento con P4 o vehiculo se continu6 durante 7 dias después del PCR o
de las maniobras simuladas.

Cada gata se someti6 a una evaluacién neurolégica diaria en forma ciega por
dos observadores durante los 7 dias posteriores al PCR, evaluando los parametros
mencionados anteriormente y detallados en el anexo 1. A cada alteracion neurologica
se le asighd un puntaje, de modo que se pudieron evaluar las deficiencias neurolégicas
provocadas por la isquemia y su recuperacion en los dias posteriores al PCR, asi como
los cambios que pudieran haber ocurrido por las maniobras simuladas.

Se efectuaron registros diarios del EEG de la corteza parietal y el EEG y la AMN
del HIP, la SNr y la FRM en el estado conductual de alerta durante 7 dias a partir del
dia siguiente al PCR, todavia bajo tratamiento con vehiculo o P4 y durante 7 dias mas,
ya sin tratamiento. Se determiné la frecuencia de descarga muitineuronal de las
estructuras subcorticales en todos los animales de la misma manera a como se llevo al
cabo antes del PCR.

Catorce dias después de! episcdio de isquemia, i0s animaies fueron
anestesiados con pentobarbital sodico, 35 mg/kg iv, se expuso el corazon mediante
toracotomia, se colocé una aguja hipodérmica del nimero 14 en el ventriculo izquierdo
y se perfundié con 400 ml de solucion salina fisioldgica al 0.9 % luego del pinzamiento
de la aorta abdominal y de un corte en la orejuela derecha para permitir el drenaje de

esta solucion junto con la sangre contenida en el arbol vascular de la porcion superior
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del cuerpo; a continuacion, se administraron por la misma via 800 ml de formol al 10 %
en solucién de NaCl al 0.9% a pH de 7.6 seguido de 250 ml de solucion de Clarke
(alcohol de 960: acido acético glacial en proporcion 3:1) (Barron y cols. 1977). El
cerebro fue extraido del craneo inmediatamente después y se completé su fijacion por
inmersién en fijador de Clarke al menos durante 7 dias. Después se realizaron cortes
coronales de 3 mm de diametro de cada cerebro, que fueron incluidos en parafina para
obtener bloques con diferentes porciones del cerebro. De los bloques correspondientes
al hipocampo y a la SNr se obtuvieron cortes seriados de 10 um de grosor los cuales
fueron tefiidos con la técnica de Kluver-Barrera con Luxol fast blue-violeta de cresilo
(Carson 1980). De cada cerebro se tomaron 5 cortes del hipocampo dorsal localizados
entre A3.0 y A5.5, 0 sea 3.0 a 5.5 mm por delante de la linea interaural de acuerdo al
atlas de Snider y Niemer (1961); se examinaron al microscopio éptico, a 400x y en cada
corte se llevé al cabo el conteo de las neuronas piramidales del hipocampo en dos
regiones vecinas de 450 um de extension en el campo CA1y en una regién de 450 pm
en CA2, en CA3 y en CA4. Unicamente se contaron las neuronas piramidales que
mostraban caracteristicas morfolégicas normales y nucléolo visible.

Se obtuvieron los valores promedio del numero de neuronas observadas en
cada campo en los 5 diferentes cortes del hipocampo de cada gata en cada grupo
experimental.

De la misma manera de como se procedié para el muestreo en el hipocampo, de
cada cerebro se tomaron 5 cortes del blogue en el cual se encontré la sustancia nigra
iculata. La parte que se analizd de fa SNr se locaiizo entre A4.0y AB.O o sea 4.0
6.0 mm por delante de la linea interaural ya que de acuerdo con e! estudio realizado
por Miyamoto y Jinnai (1994) y Poirier y cols. (1983), estas regiones presentan una
mayor poblacién de neuronas de tipo reticular. Los cortes se examinaron con
microscopio dptico, con un aumento de 312x, en cada corte Unicamente se contaron las

neuronas que mostraban caracteristicas morfolégicas normales, esto es con somas de
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forma multipolar, triangular u ovoide, con grandes cantidades de sustancia de Nissl,
formando los caracteristicos cuerpos de Niss! que le dan la tipica apariencia "atigrada”.
Las neuronas de tipo reticular de tamario grande miden en promedio 25.3 + 6.1 um en
su eje mayor y las de tamaiio mediano miden en promedio 14.2 + 1.6 um (Poirier y cols.
1883). Se contaron ambos tipos neuronales en campos de 450 um de diametro.

Se obtuvieron los valores promedio del nimero de neuronas observadas en
cada campo en los 5 diferentes cortes de la SNr de cada gata en cada grupo

experimental.
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Analisis estadistico

Se analizaron los valores de pH, gases en sangre, glucosa, frecuencia cardiaca
y PAM obtenidos antes del PCR y se compararon con los obtenidos en cada animal de
cada grupo experimental durante las 6 h pos-isquemia, mediante un analisis de
varianza y pruebas de Duncan (Daniel 1991).

Se analizaron los porcentajes promedio de las frecuencias de descarga de la
AMN de las diferentes estructuras cerebrales en el estado conductual de alerta por
grupo mediante un andlisis de varianza de mediciones repetidas (Daniel 1991) para la
comparacion de los valores obtenidos del grupo | con respecto a los del grupo Il y
grupo lil. Este analisis fue seguido por pruebas "t" de Student (Daniel 1991), para
comparar en cada grupo experimental, las frecuencias promedio obtenidas en el
registro control con las obtenidas en los dias siguientes bajo tratamiento, en las horas y
los dias posteriores al episodio de isquemia-anoxia cerebral global aguda o a las
maniobras experimentales sham, aln bajo tratamiento y al suspender éste.

Se compararon en cada dia posterior al PCR los puntajes de deficiencia
neurolégica de las gatas que estuvieron bajo tratamiento con vehiculo con las que
fueron tratadas con P4. También se compararon los puntajes obtenidos por los sujetos
de cada uno de estos grupos con los del grupo sham. Para este anélisis se utilizo la
prueba "U" de Mann-Whitney (Daniel, 1991).

Se utilizé un analisis de varianza de dos factores seguido de la prueba "t" no
pareada (Danigl, 1991) para comparar ios vaiores promedio del numero de neuronas
piramidales observadas en los sectores CA1 a CA4 del hipocampo, asi como de las
neuronas de tamaiio mediano y grande de la sustancia nigra pars reticulata de los

diferentes grupos experimentales.
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CONSIDERACIONES ETICAS
Las manipulaciones experimentales de los animales estan de acuerdo con los
lineamientos indicados por la Division de Investigacién Biomédica del IMSS, tratando
de evitar el sufrimiento innecesario de los animales en el protocolo de investigacion.
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Investigacion del Hospital de
Cardiologia del CMN Siglo XXI del IMSS con el nimero 112395/43 y por la Comisién de

Investigacion Cientifica de Investigacion Médica, IMSS con el nimero 96-715-0001.
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RESULTADOS

El peso corporal de los animales incluidos en el estudio varié entre 3.0 y 3.5 Kg
durante todo el estudio y no difirié significativamente entre los tres grupos.

Los valores de la concentracion de P4 (media * DE) en el suero de las gatas al
dia previo al inicio del tratamiento con P4 o con vehiculo fueron: 2.1 + 0.7 ng/mi, en el
grupo |: 2.3 + 0.6 ng/ml en el grupo Il y 1.9 + 0.8 ng/mi en el grupo Ili, sin diferencias
significativas entre grupos. A partir de estos valores iniciales, las concentraciones de P4
en el suero de las gatas de los grupos que recibieron vehiculo se mantuvieron similares
durante el periodo de 7 dias de tratamiento previo a las maniobras "sham" o al episodio
de isquemia; entre 1.5 £ 0.3 ng/mly 2.5 + 0.6 ng/ml en el grupo 1 y entre 1.7 £ 04y238
+ 0.7 ng/ml en el grupo Il. En cambio la administracion diaria de P4 dio como resultado
un incremento de la concentracion de P4 en el suero de las gatas del grupo lll, con
valores de 114.1 + 24.7 ng/ml al segundo dia y con valores de 126.2 £+ 472y 1815
67.2 ng/ml en los dias 4 y 7 después del inicio del tratamiento.

Los valores de la concentracion de gases, exceso de base, glucosa en sangre,
obtenidos inmediatamente antes y en las horas siguientes al episodio de isquemia o las
maniobras "sham", se encuentran incluidos en la Tabla 1. Estos valores se encontraron
dentro de limites fisiolégicos en todas las gatas antes del episodio de isquemia o de las
maniobras sham y no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

El paso de corriente alterna al través del electrodo intrauricular provocé de

manera inmediata fibrilacion ventricular y caida subita de la PAM por debajo de 10

]

" mmHg en los animales de los grupos i y lli. La detencion de la actividad mecanica del
corazon y la supresion de la ventilacion pulmonar se mantuvieron durante 15 min. y a
partir de entonces las maniobras de reanimacion requirieron entre 2.10 a 3.35 min. y
entre 2.00 a 3.60 min. en el grupo tratado con vehiculo y el grupo tratado con Pg4
respectivamente. Usualmente fueron necesarias 2 6 3 descargas de DC con el

desfibrilador durante las maniobras de reanimacién para restaurar el ritmo sinusal. El
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tiempo empleado en las maniobras de reanimacion no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre estos dos grupos experimentales.

Se observé una disminucion significativa pero transitoria del pH y de los valores
del exceso de base (P<0.01) y un incremento significativo de los valores de PaCO,
(p<0.05), 10 y 30 minutos después de terminadas las maniobras de reanimacion tanto
en las gatas tratadas con vehiculo como en las tratadas con progesterona, en
comparacion con los valores que presentaron antes del PCR y en comparacién con los
valores del grupo "sham". Sin embargo, estos valores fueron rapidamente corregidos
ajustando la frecuencia del respirador y mediante la administracion de bicarbonato de
sodio de modo que los valores de estos parametros obtenidos en determinaciones
subsecuentes, de una a seis horas después del PCR no presentaron diferencias
significativas con los obtenidos antes de! PCR. En ambos grupos experimentales se
observéd un incremento transitorio y significativo de los valores de PaOp (p<0.05) debido
a la ventilacién mecanica asistida con FiO2 = 1 durante las horas posteriores al PCR
(Tabla 1).

En los sujetos sometidos a isquemia, las concentraciones de glucosa en sangre
se incrementaron significativamente a partir de los 10 min. después de las maniobras
de reanimacion; en este tiempo, en el grupo tratado con vehiculo la concentracion de
glucosa fue de 208 + 48 mg/dl y en los sujetos tratados con P4 fue de 265 1 66 mg/d!.
La glucosa sanguinea permanecié elevada durante todo el periodo pos-isquemia
(entre185 + 92 y 230 + 34 mg/dl en el grupo tratado con vehiculo y entre 176 £ 39y 210
+ 58 mg/dl en &l grupo tratado con Py); sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en ambos grupos cuando éstos fueron comparados a tiempos especificos
después del PCR. En el grupo sometido a maniobras sham, las concentraciones de
glucosa sanguinea se encontraron entre 130 £ 10 y 215 1+ 49 mg/d| durante el periodo

de 6 h siguiente al episodio de isquemia, que aun siendo menores a los presentados
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Tabla 1: Valores (media + DE) de pH, EB (mEq/lt}, PaCO, (mmHg), PaOy (mmHg), Glucosa (mg/dl), FC {latidos por min) y PAM (mmHg) de las gatas tratadas

con vehiculo y sometidas a maniobras simuladas (Sham) y de las gatas sometidas a isquemia y tratadas con vehiculo (Isq+Veh) o con Py (}sq+Pg4) antes del

periodo de isquemia o de maniobras sham (valor control) y durante las 6 h siguientes a éste.

control 10 min 30 min 1h 2h 4 h 6h
Sham 7.3610.02 7.3410.01 7.3610.15 740%0.02 7.354+0.15 7.3530.15 7.40+0.15
pH Isq+Veh 7.38+0.08 7.2040.1** 7.15+0.3" 7.24+0.13 7.37+0.10 7.44+0.20 7.40+0.04
Isq+P4 7.36+0.08 7.24+0.2** 7.47+0.1** 7.26+0.13 7.37+0.11 7.42+0.10 7.37+0.13
Sham 3.0% 0.01 -14.6%0.2 -7.05+0.63 133063 -7.0510.63 -7.0510.63 12.110.63
EB Isq+Veh -1142.0 -13+4.0" -22+4.0** -1415.0 -10+4.0 -8.042.0 9.0+1.0
Isq+Py -12+3.0 -13£7.0™ 7£3.0* 1543.0 -10+2.0 -8+2.0 92,0
Sham 36+ 2.0 11+ 9.0 80107 1270 2518.0 25 +8.0 7.5%8.0
PaCO, isq+Veh 21+6.0 40+14.0* 34+13.0" 26+11.0 24113.0 20+11.0 2115.0
Isq+P, 21+8.5 30+10 2957.4 2348.0 22+6.0 2248.0 28+12.0
Sham 8413.0 115125 75+7.0 116:+47 83%47 82.5ta7 116147
Pa0, Isq+Veh 120+55 144481 200+80* 270+80* 310+54* 206:71* 353+22"
Isq+P 4 12464 19717.0 216+109" 231:95* 25783* 268+72* 357481
Sham 130210 130410 150125 215449 20071 165221 165421
Glucosa tsq+Veh 163431 208+48 230434 226449 208+48 192156 185192
Isq+Py 172454 265166 210458 108461 176439 189433 208138
Sham 123%4.0 163150 1451 5.0 140+10 120%10 125%18 140t18
FC Isq+Veh 136213 133432 149+17 145432 15213 135+34 100+14
1sq+Py 124421 132+8.0 121415 126418 131119 131420 129+23
Sham 9515.0 140114 130 + 14 130+ 00 130%14 125%7.0 1204+7.0
PAM Isg+Veh 144313 160+28 119+34 129127 136234 119+36 107+42
Isq+P 146+25 134124 109+21 114+32 116221 123421 126125

*P<0.05, **p<0.01 en comparacién con el valor control.




por los grupos [l y lll a los 10 y 30 min. después del PCR, no presentaron diferencias
significativas entre grupos en las horas siguientes al PCR (Tabia 1).

Los valores de frecuencia cardiaca en las horas posteriores al PCR se
mantuvieron entre 100 + 14 y 152 + 13, y entre 121 + 15 y 132 ¢ 8 latidos/min. en los
sujetos sometidos a isquemia y tratados con vehiculo o tratados con Pa
respectivamente encontrandose dentro de limites fisioloégicos a partir de las 2 horas
pos-PCR (Tabla 1). Ei grupo sometido a maniobras “"sham” presenté valores de
frecuencia cardiaca entre 123 + 4 y 163 + 5 latidos/min. durante las horas siguientes al
PCR. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Los valores de PAM se mantuvieron entre 107 + 42 y 160 + 28 mmHg y entre
109 £ 21 y 146 + 25 mmHg en el grupo tratado con vehiculo y el grupo tratado con P4
respectivamente, durante las siguientes horas del periodo experimental, con los valores
mayores a los 10 min. después del PCR. No se encontraron diferencias significativas
en los valores de la PAM entre los dos grupos sometidos a isquemia. El grupo sham
mostré valores de PAM entre 120 + 7 y 140 £ 14 mmHg durante las 6 h siguientes a las
maniobras sham, no se encontraron diferencias significativas (Tabla 1).

La temperatura rectal se mantuvo entre 37°C y 37.5°C en todas las gatas antes y
durante las 6 h siguientes al episodio de isquemia.

La pérdida sanguinea en cada una de las gatas sometidas a las maniobras
sham, asi como en las sometidas al PCR fue entre 15 a 20 ml incluyendo las
maniobras quirirgicas previas al episodio de isquemia y las 6 h siguientes a este
fenémeno,

Analisis de la actividad eléctrica cerebral

Electroencefalograma

En las Figuras 1 y 2 se muestran los trazos de! electroencefalograma (EEG) de

la corteza parietal (Cx), el EEG y las escaleras generadas por la actividad multineuronal
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DiAS ANTES DEL PCR
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Fig. 1. Trazos poligraficos correspondientes al registro del electroencefalograma

(EEG) de la corteza parietal (Cx) y del EEG y de la actividad multineuronal {AMN) del‘

hipocampo (HIP), de la pars reticulata de la sustancia nigra (SNr) y de la formacion

reticular mesencefalica (FRM) obtenidos en una gata sometida a isquemia y tratada
. con vehiculo, en los dias anteriores al paro cardiorresptratorlo (PCR). en las horas y
" en los dias posteriores al PCR,
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Fig. 2. Trazos poligraficos correspondientes al registro del electroencefalograma (EEG) de
la corteza parietal (Cx) y del EEG y de la actividad multineuronal (AMN) del hipocampo
(HIP), 0 la pars reticulata de la sustancia nigra (SNr) y de la formacion reticular
mesencefalica (FRM) obtenidos en un gato sometido a isquemia y tratado con
progesterona, en los dias anteriores al paro cardiorrespiratorio (PCR}), en las horas y en
los dias posteriores al PCR, atin bajo tratamiento con progesterona (7 dias) y al
suspender éste (hasta el dia 14).




(AMN) de las estructuras subcorticales: hipocampo (HIP), sustancia nigra pars reticulata
(SNr) y de la formacion reticular mesencefalica (FRM) en un sujeto del grupo sometido
a isquemia y tratado con el vehiculo (Figura 1) y en un sujeto sometido a isquemia y
tratado con progesterona (Figura 2).

Ambas figuras muestran los cambios que ocurrieron en el electroencefalograma
y en el nimero de escaleras generadas por la AMN como consecuencia de la
administracion de vehiculo o de progesterona los 7 dias previos y los 7 dias siguientes
al episodio de isquemia; asi como los cambios provocados por el periodo de isquemia
de 17-19 min. de duracion, en los fendmenos electrograficos referidos durante las
horas y en los dias siguientes al episodio de isquemia.

El EEG de los animales del grupo sham presentd las mismas caracteristicas
observadas en el registro control durante todos los dias de registro con predominio de
actividad beta (> 13 Hz ) en la condicién de atento quieto.

Las caracteristicas del EEG de las gatas bajo tratamiento con el vehiculo de la
P4, los dias previos al PCR fueron similares a las observadas en el registro de control
antes de iniciar el tratamiento con el vehiculo y a las observadas en el grupo "sham" en
los dias previos al PCR. A partir del PCR la actividad electroencefalografica de la
corteza parietal y de las estructuras subcorticales estuvo ausente entre 30 min. y 1 h,
para dar lugar a continuacién a la recuperacién progresiva del EEG con la presencia
de trenes de ondas de 4 a 9 Hz con intervalos de trazo isoeléctrico, dando la imagen
electroencefalografica de "actividad - supresién”, ondas lentas tipo delta (0.5 - 4 Hz),
0 - 14 Hz), mezciadas con una actividad
de base con voltaje progresivamente creciente.

En los dias posteriores al PCR se observé una recuperacion gradual de la
actividad rapida del EEG de la corteza y las estructuras subcorticales con persistencia
de espigas de tipo epileptoide y actividad lenta, aun evidentes 14 dias despues del

episodio de isquemia.
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El EEG de la corteza parietal mostré la presencia de grupos de ondas en forma
de husos con frecuencia de 10-14 Hz, en los animales tratados con P4 durante 7 dias
previos al episodio de isquemia, més abundantes en los ultimos dias de este periodo
(Fig. 2).

En este grupo, el EEG de la corteza parietal y de las estructuras subcorticales
estuvo ausente a! término del periodo de isquemia cerebral hasta aproximadamente Th
después del PCR, mostré una recuperacion gradual y progresiva de su actividad de
base con el transcurso del tiempo, con caracteristicas similares en cuanto a la cantidad
de ondas lentas, espigas aisladas y trenes de actividad rapida en comparacion con [os
observados en el grupo tratado con vehiculo.

En los 7 dias posteriores al PCR y atin bajo el tratamiento con P4, ademas de la
recuperacion del EEG con caracteristicas similares al control obtenido antes de iniciar
el tratamiento previo al episodio de isquemia, se observé la presencia de trenes de
ondas sincronicas en forma de husos con frecuencia de 10 - 14 Hz; y espigas aisladas

de manera esporadica.

Actividad multineuronal

La Figura 3 ilustra los cambios de la actividad multineuronal, expresados como el
porcentaje de la frecuencia de descarga (nimero de descargas/segundo) de la AMN
registradas en cada una de las tres estructuras subcorticales antes de iniciar los
tratamientos y los procedimientos experimentales, durante el estado conductual atento-
guieto (100%).

En esta figura se observa que las frecuencias de descarga de la AMN fueron
similares al control en el hipocampo (83 % a 114% del valor control), la sustancia nigra
pars reticulata (63 % a 102 % del valor control) |a formacion reticular mesencefalica (62
% a 103 % del valor control) en el grupo "sham” durante el periodo de 7 dias previo a

las maniobras "sham" correspondientes al episodio e isquemia y hasta 14 dias después
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Fig. 3. Valores promedio de la frecuencia dz descarga de la AMN de las diferentes
estructuras subcorticales en el grupo sham (SHAM), ‘en los ¢rupos sometidos a
isquemia y tratado con vehiculo (ISQ+VEH) o tratado con progesterona (ISQ+P4).
Puede observarse la reduccion significativa de la AMN en los sujetos bajo tratamiento
con P4 en los dias anteriores al PCR, su supresion provocada por el periodo de
isquemia y su recuperacion significativa en los dias posteriores al PCR en
comparacion con sus valores en el registro tomado como control (C).



de esta condicidn experimental, con variaciones relativamente grandes entre los
diferentes sujetos, asi como en los diferentes dias de registro (Fig. 3).

Los valores de frecuencia de descarga de la AMN registrados en el hipocampo
(78 % a 94 % del valor control), la substancia nigra pars reticulata (75 % a 101 % del
valor control) y la formacion reticular mesencefalica (88 % a 101 % del valor control) en
el grupo tratado con vehiculo fueron similares a los del grupo sham durante los
primeros 7 dias de registro antes del episodio de isquemia (Fig. 3). En cambio, durante
este periodo, en el grupo tratado con progesterona se observé una disminucion
progresiva de la AMN en las estructuras subcorticales a partir de! inicio del tratamiento,
siendo esta disminucion estadisticamente significativa a partir del cuarto dia en el
hipocampo (43% del control; p< 0.001) y la formacién reticular mesencefalica (53 % del
control; p< 0.05); a partir de! quinto dia en la substancia nigra pars reticulata (50 % del
control; p< 0.05) con respecto a los valores de contro! (Fig. 3) y en comparacién con el
grupo tratado con vehiculo o el grupo "sham”.

El paro cardiorrespiratorio provocd la supresion de la AMN en las estructuras
subcorticales registradas con una recuperacion de la AMN no mayor al 10 % de la
frecuencia de descarga en condiciones de control en las & h siguientes al episodio de
isquemia (Fig. 3).

En los 14 dias siguientes al PCR, los valores de frecuencia de descarga de la
AMN del hipocampo, la substancia nigra pars reticulata y la formacion reticular
mesencefalica de las gatas del grupo |l tratadas con vehiculo se mantuvieron por
aio de! 10 % del valor control {(p< 0.001). En cambio, se observé una recuperacion
progresiva de la AMN de estas estructuras en los animales tratados con progesterona,
hasta valores del 35 % del control en el hipocampo, 63 % del control en [a substancia
nigra pars reticulata y 66 % del control en la formacion reticular mesencefalica; todos
ellos significativamente menores que los del grupo sham (p< 0.001, p< 0.05 y p<0.05

respectivamente), pero significativamente mayores (p<0.001) que los del grupo tratado
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con vehiculo al séptimo dia pos-isquemia. Al descontinuar e} tratamiento con P4 estos
valores aumentaron en el hipocampo hasta 76 % del control; en la sustancia nigra pars
reticulata hasta 67 % del control a partir del noveno dia pos-isquemia, sin

modificaciones en la formacién reticular mesencefalica (Fig. 3).

Deficiencia neurolégica

Los puntajes de la deficiencia neurolégica analizada mediante la escala de Todd
y cols. (1982) en los animales del grupo tratado con vehiculo y del grupo tratado con P4
y expuestos a la isquemia cerebral global aguda, se ilustran en la Figura 4. Puede
observarse que a partir de puntajes de deficiencia neuroldgica entre 58 y 81 puntos en
los animales tratados con vehiculo y de 23 a 49 puntos en los tratados con P4, al
primer dia pos-isquemia la magnitud de la deficiencia neurolégica tendid a reducirse
con el transcurso del tiempo en ambos grupos; de tal manera que en el grupo fratado
con vehiculo se encontraron puntajes de deficiencia neuroldgica entre 12 y 62 al cuarto
dia y entre 8 y 12 al séptimo dia pos-isquemia, mientras que en los animales tratados
con Py, los puntajes de deficiencia neurologica en los mismos dias pos-isquemia fueron
entre 5 a 12 y entre 1 y 6 respectivamente. A partir del octavo dia no hubo reducciones
adicionales en estos puntajes. Los altos puntajes de deficiencia neurolégica en las
gatas tratadas con vehiculo en los dias posteriores al PCR resultaron de la persistencia
del tamafio anormal de la pupila y del deficiente reflejo pupilar a la luz, de la
disminucion de la percepcién facial al dolor, la disminucién del reflejo flexor al dolor, la
disminucion del refleio de orientacién al ruido, asi como ia faita del refiejo de apoyo.
Los puntajes de deficiencia neurolégica fueron significativamente menores (p<0.05) en
las gatas tratadas con P4 en los dias siguientes al PCR en comparacién con las gatas

tratadas con vehiculo.
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Fig. 4. Puntajes de deficiencias neurolégicas, que muestran cada una las gatas
durante los 7 dias posteriores a las maniobras sham (S), o al PCR bajo tratamiento
con vehiculo (V) o con progesterona (P). Se pueden observar deficiencias
neurolbgicas significativamente mencres en las gatas tratadas con progesterona en
los primeros 3 dias posteriores al PCR en comparacién con los sujetos tratados con
vehiculo y que estos valores tienden a reducirse en forma similar entre ei quinto y el
séptimo dia después del PCR. Puntaje 0 = condicion neurolégica normal, puntaje
100= maxima deficiencia neurolbgica.




Anélisis de la poblacién neuronal del hipocampo

La Figura 5 ilustra e! aspecto del hipocampo dorsal de una gata intacta, en la
cual se puede observar el estrato de células piramidales o Asta de Ammon y la fascia
dentada. Se utilizé la nomenclatura de Akai y Yanagihara (1993) para la identificacion y
delimitacion de los campos CA1, CA2, CA3 y CA4 del estrato piramidal del hipocampo
en el gato .

El estrato de las células de la fascia dentada se identifico por la presencia de
células granulares tipicas, las cuales se observaron densamente empaquetadas y de
apariencia normal.

El "hilic" o campo CA4 se identificd como el campo gue contenia a las neuronas
situadas en la porcion final del estrato piramidal, localizado entre las regiones superior
e inferior de la fascia dentada del hipocampo dorsal.

El campo CA3 del hipocampo se identific6 como una banda de neuronas
piramidales que se observd después del hilio y hasta en donde se iniciaba la curvatura
del estrato piramidal.

El campo CA2 incluy6 las neuronas piramidales de la curvatura hasta una linea
vertical imaginaria que inicia en la porcion superior de la fascia dentada y se continta
en sentido dorsal hasta el estrato piramidal.

El campo CA1 se identifico desde el final del subcampo CA2 hasta el inicio del
subiculum.

En las Figuras 6 y 7 se ilustran las modificaciones de la poblacion neuronal de

de! hipocampo, uiilicando un corte representativo del

I

hipocampo de una gata del grupo "Sham", de una gata del grupo tratado con vehiculo y
de una gata del grupo tratado con P4. En la Figura 6 se muestran imagenes de un corte
del campo CA1 y en la Figura 7 del campo CA4. Pueden observarse en el estrato
piramidal del hipocampo dorsal del animal del grupo sham abundantes neuronas

piramidales de apariencia morfolégica normal, con nucleo claro y nucléolo central (Figs.
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6y 7). En la gata del grupo tratado con vehiculo y expuesto a la isquemia se observa
una gran despoblacién del estrato piramidal del hipocampo dorsal; las neuronas
piramidales que sobrevivieron al periodo de isquemia muestran caracteristicas
morfoldgicas normales y se observa una reaccion glial intensa (Figs. 6 y 7).

En la gata del grupo tratado con P4 y expuesto a la isquemia se observa una
disminucién notable de la poblacion neuronal, la cual es de menor magnitud que la
observada en la gata tratada con vehiculo.

Los cerebros de los animales sometidos a isquemia mostraron numerosas
células gliales, la reaccién glial se observé en todas los campos del hipocampo, siendo
mas intensa en los cerebros de los sujetos tratados con vehiculo en comparacion con
los sujetos tratados con P4 y en comparacién con los cerebros de sujetos intactos
tomados como control. En todos los campos la glia se observé densamente
empaquetada (Figs. 6y 7).

La tabla 2 contiene los valores resultantes del analisis del nimero de neuronas
de las regiones CA1, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo en los diferentes grupos
experimentales, obtenidos 14 dias después del episodio de isquemia o de las
maniobras "sham".

En el grupo sometido a isquemia y tratado con vehiculo se observé una
reduccion significativa (p<0.001) de la poblacion neuronal y el nimero de neuronas que
sobrevivieron al dia 14 después de! PCR correspondié unicamente al 15 % en CA1, al
19 % en CA2, al 46 % en CA3 y al 36 % en CA4 con relacion a la poblacion neuronal
del grupo "sham" y gue fue iomada como ei 100 %. También se observd una reduccion
significativa de la poblacién neuronal en el subcampo CA1 (p<0.001) y CA2 (p<0.01). El
grupo tratado con progesterona, en el que las neuronas sobrevivientes constituyeron el
51 % y 65 % respectivamente, con relacion a la poblacion neuronal del grupo "sham".
En este grupo también ocurrié una reduccién menor y no significativa de la poblacion

neuronal en CA3 y CA4, en donde las neuronas sobrevivientes constituyeron el 79 % y
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CA1

SHAM

ISQ+VEH

ISQ+P4

Fig. 6. Cortes coronales representativos del area CA1 del hipocampo de una gata
sometida a procedimientos "sham” (SHAM), una sometida a isquemia-anoxia y tratada™
con vehiculo (ISQ+VEH) y una sometida a isquemia y tratada con progesterona (ISQ+Py4).
En el lado izquierdo se muestran imagenes a 125x (escala = 1000 ym) y el lado derecho a

312x (escala = 100 um).



Fig. 7. Cortes coronales representativos del area CA4 de! hipocampo de una gata
sometida a procedimientos "sham" (SHAM). una sometida a isquemia-anoxia y tratada
con vehiculo (ISQ+VEH) y una sometida a 1squemia y tratada con progesterona (ISQ+Py).
En el lado 1zquierdo se muestran imagenes a 125x (escala = 1000 um) y el lado derecho a

312x (escala = 100 um).



TABLA 2. Numero de neuronas piramidales (media + DE) contadas en sectores de 450
um de los diferentes campos del hipocampo dorsal de las gatas sometidas a maniobras

simuladas (Sham) o sometidas a un periodo de 15 min de isquemia y tratadas con

vehiculo (Isq + Veh) o con progesterona (Isq + P4).

CA1 CA2 CA3 CA4

Sham 19.8 £ 0.8 34.714.2 19.9 2.1 22.0£26
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)

ji 1sq + Veh 2.9+ 0.4* 6.5 1.5 9.2 + 1.6* 8.0 + 1.5**
(15 %) (19 %) (43 %) (36 %)

Isq + P4 10.1+£ 0.6 | 227 £2.2*° | 157 £1.7° 17.0 £ 2.1°
(51 %) (65 %) (79 %) (77 %)

*p<0.01; **p< 0.001, comparada con las gatas del grupo sham.

°n<0.01; °°p<0.001, comparada con las gatas sometidas a isquemia y tratadas con

vehiculo.




77 % respectivamente. Estas poblaciones neuronaies del grupo tratado con
progesterona fueron significativamente mayores (p<0.001 en CA1 y CAZ; p<0.01 en

CA3 y CA4) que en el grupo tratado con vehiculo (Tabla 2).

Andlisis de la poblacién neuronal de la sustancia nigra pars reticulata

En la Figura 8 se muestra una foto representativa de un corte coronal de la
sustancia nigra de una gata intacta, en la cual se puede observar la poblacion neuronal
de la pars reticulata y de la pars compacta. De acuerdo a los estudios realizados por
Poirier y cols. (1983) y por Miyamoto y Jinnai (1994) se delimito el area que mostro una
mayor poblacion de neuronas de tipo reticular en el gato.

Esta area se localizd en la parte dorsal del pedinculo cerebral y se delimitd
desde la region medial de la sustancia nigra hasta la region dorsal y lateral de la
misma, tomando como limite lateral el nicleo geniculado lateral (Fig. 8).

En los cortes de los cerebros de las gatas sometidas a maniobras “sham”
(Sham) se observaron las neuronas de tamafio mediano (14.2 £ 1.6 pm}) y grande (26 ¢
6.1 um) de tipo reticular. Los somas de las neuronas de tamafio mediano son de forma
triangular, fusiforme, ovoide o poligonal con un nucleo claro y nucléolo central. Los
somas de las neuronas de tamafo grande se observaron de forma triangular o
poligonal con cuerpos de Nissl que le dan un aspecto atigrado, con nicieo claro y
nucléolo central. Ademas se observaron cuerpos neuronales sin ndcleo ni nucleolo,
pero estos somas mostraron el aspecto atigrado caracteristico de las neuronas de tipo
reticular {(Fig. 9).

Las neuronas de tamafo mediano y grande mostraron caracteristicas
morfoidgicas normales tanto en los cortes de los cerebros de las gatas tratadas con
vehiculo como en las tratadas con P4 y sometidas a isquemia. Se observaron también

neuronas deformes con somas muy tefiidos, sin nucleo ni nucléolo y con un halo claro

alrededor de ellas. En ambos grupos se observa reaccion glial abundante (Fig. 9).
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TABLA 3. Nimero (media + DE) de neuronas de tamarfio grande y mediano contadas en
campos de 450 um en la sustancia nigra pars reticulata de las gatas sometidas a

maniobras simuladas (Sham) o sometidas a un periodo de isquemia y tratadas con

vehiculo (Isq + Veh) o con progesterona {Isq + P4).

NEURONAS DE TAMANO | NEURONAS DE TAMANO
GRANDE (25.3 + 6.1 um) | MEDIANO (14.2 £ 1.6 um)

Sham 6.71 £ 2.24 5.31 £ 5.66
(100 %) (100 %)

Isq + Veh 6.36 + 2.59 3.21+1.75
(95 %) (61 %)

Isq + P4 4.96 + 3.43 3.50 £ 2.66

(74 %) (66 %)




Los datos numéricos de la poblacion neuronal de la SNr se muestran en la Tabla
3. La poblacién neuronal de las gatas sometidas a maniobras sham se tomd como el
100%. La poblacién de neuronas de tamafno grande fue el 74 % y el 95 %, en
comparacion con el grupo sham; en los grupos expuestos a isquemia y tratados con
vehiculo o con progesterona respectivamente. La poblacion de neuronas de tamafio
mediano fue el 61 % y el 66 % en comparacion con el grupo sham, en los grupos
sometidos a un periodo de isquemia y tratados con vehiculo o tratado con P4
respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.
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DISCUSION

En el presente estudio, se utilizé un modelo experimental de isquemia cerebral
global aguda provocada por paro cardiorrespiratorio. Las variables (PAM,
concentraciones de gases en sangre, pH, etc.) capaces de tener influencia sobre la
magnitud del dario neuronal inducido por la isquemia se controlaron de manera similar
en cada animal experimental de los diferentes grupos. E! contro! de las variables se
realizé de la misma manera como ofros autores lo han hecho en estudios similares
(Todd y cols. 1982, Tateishi y cols. 1989, Kawai y cols. 1992, Cervantes y cols. 1995).

Después de terminadas las maniobras de resucitacion, se mantuvo el pH
sanguineo dentro de limites fisiologicos ajustando la frecuencia respiratoria en el caso
de acidosis respiratoria o mediante la administracion de bicarbonato de sodio cuando la
acidosis fue metabdlica. Los gases sanguineos se mantuvieron también dentro de
limites fisiolégicos al cambiar la administracion de oxigeno al 1 por una mezcla de aire.
En este modelo experimental es importante mantener controladas todas estas variables
puesto que su descontrol puede tener un efecto deletérec sobre los diferentes
elementos celulares del SNC (Todd y cols. 1982, Tateishi y cols. 1989, Kawai y cols.
1992, Cervantes y cols. 1995).

En particular, el incremento de la glucosa sanguinea durante las & primeras
horas siguientes al episodio de isquemia en el presente estudio fue similar en las gatas
tratadas con P4 (265 mg/dl) y las tratadas con vehiculo (230 mg/dl). Se ha sugerido que
el incremento en la glucosa sanguinea inmediatamente después del PCR se debe al
catecolaminas, en particular la adrenalina, es secretada en grandes cantidades por la
médula suprarrenal en respuesta a los estimulos que provoquen estrés y en este caso
también fue administrada por via endovenosa durante las maniobras de resucitacion.
La adrenalina provoca un incremento en la liberacidén de glucosa hepatica al estimular

la glucogendlisis y suspender la glucogénesis (Hernandez 1988) .
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La PAM se mantuvo por arriba de 90 mmHg en los animales de los diferentes
grupos; la PaCO, fue controlada luego de la alteracion observada durante la primera
hora siguiente al episodio de isquemia y las variaciones de la PaO, atribuibles a las
modificaciones de la FiO2 fueron similares en los animales del grupo tratado con
vehiculo y en los animales del grupo tratado con progesterona. De esta manera, s€
puede asumir que estos factores no contribuyeron de manera importante a las
diferencias de los parametros funcionales e histologicos del sistema nervioso central
observadas entre los grupos.

El analisis de algunas caracteristicas de la actividad eléctrica cerebral se ha
considerado como un indicador del estado funcional del SNC (Buchwald 1973) y se ha
utilizado en algunos modelos experimentales de isquemia cerebral (Todd y cols. 1982,
Tateishi y cols, 1989, Cervantes y cols. 1989, Contreras 1994, Cervantes y cols. 1993)
para evaluar las alteraciones funcionales inducidas por la isquemia.

Los cambios registrados en el electroencefalograma (EEG) después del PCR y
en los dias posteriores al mismo, coinciden con lo ya descrito por otros autores, como
son: el aplanamiento y la "actividad-supresién" que se observa inmediatamente
después del periodo de isquemia, la aparicién de espigas de tipo epileptoide y la
aparicién de las ondas delta. En las horas y en los dias posteriores a la isquemia se
observa una recuperacion de la actividad beta y disminucién de las ondas delta y
actividad de tipo epileptoide (Winters y cols. 1967, Todd y cols. 1982, Van Huffelen y
cols. 1984, Cervantes y cols. 1989, Tateishi y cols. 1989, Cervantes 1993, Contreras

En el presente estudio destaca la reduccidn progresiva de la frecuencia de
descarga de la actividad multineuronal en el HIP, la SNr y la FRM durante el periocdo de
7 dias de tratamiento con P4 antes del episodio de isquemia. Esta disminucién de la
frecuencia de descarga de la AMN ha sido descrita previamente con la administracion

aguda de P4 y de algunas progestinas reducidas en la posicion 5a. 0 3 en el anillo A
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del esteroide (Kubli-Garfias y cols. 1976). Se ha descrito que la P4 y aigunos de sus
metabolitos tienen la capacidad de incrementar la neurotransmision GABAérgica
provocando modificaciones alostéricas del receptor GABA,. Principalmente cuando
presenta una configuracién a1p1y2 (Hawkinson y cols. 1994) que da como resultado el
incremento de la duracién de la apertura del ionoforo de CI- con la consecuente
disminucién de la excitabilidad de los componentes neuronales, principalmente en
aquellas estructuras que tienen una abundante inervacion GABAérgica con receptores
GABAp (Gee y cols. 1987, Smith y cols. 1987, Gee y cols. 1988, Paul y Purdy 1992,
Orchinik y McEwen 1993, Hawkinson y cols. 1994, Mahesh y cols. 1996, Rupprecht y
cols. 1996). Ademas, ha sido descrito que la biotransformacién de la P4 en el cerebro
puede dar lugar a metabolitos activos con capacidad de interaccionar con el receptor
GABA, (Jung-Testas y cols. 1989, Baulieu 1991, Baulieu 1992, Pau! y Purdy 1992,
Costa y cols. 1994).

Se ha descrito asimismo una disminucion de la excitabilidad neuronal como
consecuencia del efecto de diversos agonistas GABAérgicos directos o indirectos del
receptor GABAA como son los barbitdricos, las benzodiacepinas y los esteroides
anestésicos. Este efecto se ha sefialado como un mecanismo celular de los sedantes,
hipnéticos, ansioliticos, anticonvulsivantes y anestésicos (Gisvold y cols. 1984,
Hallmayer y cols. 1985, Gee y cols. 1987, Giusti y cols. 1992, Hawkinson y cols.1994,
Mellon 1994, Shiu y cols. 1983, Sternau y cols. 1989, Im y cols. 1989, Raisinghani y
cols. 1968, Smith y cols. 1987, Wieland y cols. 1991, Smith 1991). Se puede sugerir

que las difcrencias encontradas en la disminucion temporal de la AMN Dajo e
tratamiento con P4 en el HIP, 1a SNr y la FRM reflejan que la inervacién GABAergica
en dichas estructuras se manifiesta de manera diferente de acuerdo a las
caracteristicas de cada nucleo (Schumacher y cols. 1989, Bowery y cols. 1987)

En el presente estudio, la reduccién de la AMN observada bajo el tratamiento

con progesterona se asocié con la presencia de husos formados por ondas de mayor
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voltaje que la actividad de base en el EEG y menor frecuencia, durante el periodo de
tratamiento con P4 antes del periodo de isquemia. Se ha descrito que la inhibicion de la
excitabilidad neuronal provocada por la administracion aguda de P4 y algunas
progestinas se manifiesta por periodos de sincronizacion del EEG basandose en ondas
lentas de alto voltaje alternadas con periodos de actividad rapida de bajo voltaje (Kubli-
Garfias y cols. 1976).

Por todo lo anterior, la reduccion de la AMN observada durante el tratamiento
con P4 antes del episodio de isquemia se puede atribuir al efecto de este compuesto o
al de sus metabolitos activos en el SNC. En nuestros experimentos se mantuvo
disminuida la frecuencia de descarga en la fase de pre-isquemia, de tal modo que se
puede afirmar que la excitabilidad neuronal y el metabolismo neuronal se encontraban
reducidos antes del periodo de isquemia; este mecanismo ha sido propuesto como
protector (Verhaegen y cols. 1995, Fern y cols. 1996).

La AMN de los sujetos del grupo sham y del grupo bajo tratamiento con el
vehiculo de la P4 no presentd modificaciones significativas durante el periodo pre-
isquemia.

En los animales expuestos a isquemia y tratados con vehiculo ocurri¢ una
disminucién marcada de la AMN en HIP, SNry FRM en las horas y durante los 14 dias
posteriores al episodio de isquemia. Este fenémeno podria atribuirse a |a reduccién de
la poblacion neuronal en dichas estructuras; sin embargo, esta posibilidad solo fue

compatible con los resultados de la evaluacién histolégica en el hipocampo. En este se

observd una pérdida significativa de la poblacion neuronal en el esiraio piramidal dei
asta de Ammon, pero no corresponde a los hallazgos cuantitativos en la SNr y no
podria relacionarse con datos de la poblacién neuronal de la FRM, dado que no fueron
obtenidos en el presente estudio.

La disminucién de la AMN encontrada en [a SNr en las 6 h posteriores a la

isquemia se podria explicar como resultado de la actividad de los circuitos neuronales
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relacionados con las entradas GABAérgicas inhibitorias provenientes de las neuronas
del nucleo caudado (NC) y de! globus palidus (GP) (Parent y Hazrati 1995) que al
encontrarse hiperestimuladas por la isquemia, podrian provocar este efecto. Por otra
parte, el que la frecuencia de descarga de la SNr se mantenga en el 10 % de su valor
control en los 14 dias posteriores al periodo de isquemia podria atribuirse a que las
neuronas de las estructuras que proveen de inervacion inhibitoria como son el NC y el
GP sean muy resistentes a la isquemia, de modo que se mantuviera [a inhibicion sobre
las neuronas de la SNr. Esto ultimo no ha sido comprobado, para lo cual seria
necesario el realizar un andlisis cuantitativo de estas poblaciones neuronales.

En la FRM se ha descrito que las neuronas de sus diferentes ntcleos contienen
diferentes neurotransmiscres (Scheibel 1980), las influencias inhibitorias que pueden
tener estas neuronas provenientes de los diferentes nicleos cerebrales que los inervan
podria manifestarse de una manera similar a lo observado en la SNr.

La isquemia provoco que la actividad multineuronal se mantuviera por debajo del
10 % del control, en las diferentes estructuras estudiadas del grupo tratado con P4 en
las horas siguientes al PCR. Sin embargo, [a recuperacion progresiva aunque parcial de
la AMN durante los dias siguientes al episodio de isquemia en este grupo, parece
indicar la existencia de una condicion funcional diferente a las de los otros grupos cuya
actividad eléctrica no se recuperé.

En particular, la recuperacién parcial de la AMN en el HIP, podria tener relacién

con la abundante inervacién GABAérgica de la poblacidén neuronal del Asta de Ammon,
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en la FRM podria suponerse una correlacion similar.

El contraste entre la falta de recuperacién de la AMN en el grupo tratado con
vehiculo y la recuperacion de la AMN del grupo tratado con P4, ésta Ultima podria
asociarse con el posible efecto neuroprotector de este esteroide o de sus metabolitos

activos sobre las poblaciones neuronales de los diferentes nucleos cerebrales.
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Otro parametro importante como indicador del efecto protector de varios
farmacos en contra del dafo provocado por la isquemia sobre los componentes
celulares del SNC, es la estimacion de la poblaciéon neuronal del hipocampo dorsal
(Kogure y cols. 1988, Pulsinelli y cols. 1982, Pulsinelli 1985, Kuroiwa y cols. 1980,
Kuroiwa y cols. 1991, Kirino 1982, Kirino y cols. 1986, Schmidt-Kastner y cols. 1990).

El hipocampo ha sido estudiado por diversos investigadores debido a que sus
neuronas piramidales son muy vulnerables a la isquemia. Pulsinelli y cols. (1982) han
descrito el perfil temporal de dafo neuronal debido a diferentes periodos de isquemia
cerebral global transitoria en la rata. Kirino (1982) reporta dafio de las neuronas del
CA1 del hipocampo a las 48 h pos-isquemia, en gerbos con un periodo de 5 min. de
isquemia. El dafio histopatologico depende de la duracion del periodo de isquemia.

En este estudio se observd una pérdida importante (85 %) de la poblacion
neuronal del area CA1 del hipocampo debida a un periodo de 16 - 18 min. de isquemia,
ademas de una reaccion glial intensa. Nosotros no observamos cambios morfologicos
provocados por la isquemia debido a que la fijacion de los cerebros para estudio
histolagico se llevo a cabo a los 21 dias posteriores a la isquemia y ya para este tiempo
solo se observan las neuronas supervivientes.

El presente estudio muestra el efecto protector de la P4 sobre la poblacion
neuronal de las areas CA1, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo. Se puede considerar que
este fenémeno pueda deberse al efecto de la P4 y de algunos de sus metabolitos que

incrementan la eficiencia de la neurotransmisién GABAérgica, la modulacion alostérica

P Y st P P -

del receptor GABAp que permite &l influjo de Ci- ha sido mencionado como el
mecanismo clave de este fenémeno en neuronas en estudios in vitro (Gee y cols. 1987,
Smith y cols. 1987, Gee y cols. 1988, Paul y Purdy 1992, Orchinik y McEwen 1993,
Hawkinson y cols. 1994, Mahesh y cols. 1996, Rupprecht y cols. 1996, Shuaib y Breker-

klassen 1997).
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Dada la evidencia que muestra que, el incremento de la neurotransmision
GABAérgica en los circuitos neuronales del hipocampo constituye un mecanismo de
proteccion de las neuronas piramidales en contra de los fendomenos fisiopatologicos
inducidos por la isquemia que, puede llevar al dafio irreversible de éstas (Sternau y
cols. 1989, Schwartz y cols. 1994, Schwartz y cols. 1995, Shuaib y cols. 1992,
Johansen y Diemer 1991, Johansen y cols. 1991, Shuaib y cols. 1993, Shuaib y cols.
1995, Juurlink y Sweeney 1997), se ha comprobado que, el uso de agonistas del
receptor GABA, disminuye el dafio provocado por la isquemia (Hallmayer y cols. 1985,
Shapiro 1985, Kirino y cols. 1986, Cervantes y cols. 1989, Karlsson y Stten 1989,
Schmidt-Kastner y cols. 1990, Schwartz y cols. 1994, Schwartz y cols. 1995).

Sin embargo, los mecanismos fisiopatolégicos de muerte neuronal isquemica
son multiples y se describen interacciones entre ellos (Raichle 1983, Hossman 1985,
Kaplan y cols. 1987, Kogure y cols. 1988, Krause y cols. 1988, Haddad y Jiang 1993,
Siesjp y cols. 1995). Estd bien establecido que [a excitotoxicidad mediada por el
neurotransmisor excitatorio, glutamato como una de las principales causas de la muerte
neuronal (Hashimoto y cols. 1994, Chow y Haddad 1998). Se ha observado que la
exposicion de las neuronas corticales al glutamato o a la anoxia provoca un incremento
en el calcio intracelular y cambios morfolégicos que van desde el edema celular hasta
la lisis de las mismas, presentandose estos cambios con latencias mas cortas cuando
las neuronas son expuestas al glutamato que a la anoxia (Chow y Haddad 1998).

De esta manera, el efecto neuroprotector de las drogas que incrementan la

excitabilidad neuronal y de su relacién con la excitotoxicidad mediada por el glutamato
que activa varias vias que conducen a la muerte neuronal, dependientes del calcio
incluyendo la expresién gendémica y que de otra manera puede resultar en muerte
neuronal pos-isquémica inmediata o tardia (Sternau y cols. 1989, Schwartz y cols.

1994, Schwartz y cols. 1995, Shuaib y cols. 1992, Johansen y Diemer 1981, Shuaib y
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cols. 1993, Shuaib y cols. 1995, Johansen y cols. 1991, Hill-Venning y cols. 1992,
Nilsson y Lutz 1993, Walker y Carlock 1993, Hawkinson y cols. 1994, Schreiber y
Baurdry 1995, Abe y cols. 1995, Chow y Haddad 1898).

Las neuronas piramidales del area CA1 son conocidas como muy vulnerables a
la isquemia (Kirino y Sano 1985, Wieloch 1985) y la progesterona mostré un efecto
heuroprotector parcial, como se puede observar por la preservacion significativa de
dicha poblacion neuronal en comparacion con las gatas sometidas a isquemia y
tratadas con vehiculo. Esta neuroproteccion parcial puede sugerir que, en estas
neuronas altamente vulnerables, la muerte puede ocurrir a través de mecanismos que
no son susceptibles de ser modificados por las acciones de la progesterona y de sus
metabolitos. Vale la pena mencionar que las concentraciones de P4 en el suero de las
gatas experimentales, fueron comparables a las concentraciones que se observan
durante la gestacion en dichos animales, se saben que estas concentraciones en
plasma no tienen efecto anestésico (Stabenfeldt 1974, Verhage y cols. 1976).

Los resultados de la deficiencia neurolégica en el presente estudio sugieren la
capacidad de la recuperacion funcional del SNC después de la isquemia, adn en
ausencia de algun tratamiento neuroprotector, como ha sido descrito por Tateishi y
cols. (1989). En este ultimo las deficiencias neurologicas observadas en los gatos a los
4 dias pos-isquemia tanto en los grupos tratados con nimodipina como en los tratados
con placebo no muestran diferencias estadisticamente significativas. En ambos

estudios se utiliza la misma escala de evaluacidon neurolégica (Todd y cols. 1982). Sin

puntajes significativamente menores en el grupo tratado con P4 en comparacion con el
grupo tratado con vehiculo. De ese modo, se puede concluir que el efecto
neuroprotector de la P4 ocurre también sobre las neuronas de otras estructuras

cerebrales diferentes del hipocampo, la SNr y la FRM dado que un amplic conjunto de
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los fenomenos neurolégicos, incluidos en la escala de Todd, dependen de la integridad
anatomo-funcional de otras estructuras diferentes de las que aqui se mencionan.

En otros estudios, acerca del efecto neuroprotector de farmacos, se ha podido
establecer una relacion entre la pérdida de la poblaciéon neuronal del hipocampo
provocada por la isquemia y el deterioro de las funciones integradas por esta estructura
cerebral cuando se han realizado pruebas electrofisiolégicas y conductuales
especificas (Lacaille y cols. 1989, Block y Schuarz 1998). Block y Schuarz (1998)
muestran que el aprendizaje espacial se relaciona con el dafio de las neuronas del area
CA1 del hipocampo. Ademas existe una correlacién entre las ratas que nadan cerca de
la pared del laberinto con agua vy el dafio neuronal en el area CA1 del hipocampo, lo
que refleja una estrategia diferente para resolver esta tarea. Se observa también que la
memoria espacial se encuentra deteriorada, al observarse que el tiempo de latencia
para encontrar la plataforma sumergida es similar en todas las pruebas, en
comparacion con el grupo sham, en el cual estas latencias se acortan en las dltimas
pruebas (Block y Schuarz 1998).

Las pruebas electrofisioldgicas se han llevado a cabo mediante registros
intracelulares de las neuronas para poder medir sus respuestas bajo diferentes
condiciones experimentales y registrar los potenciales caracteristicos de los diferentes

tipos celulares en el hipocampo (Lacaille y cols. 1989).
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio sustentan el efecto neuroprotector de la Py
contra el dafio provocado por la isquemia cerebral global aguda en el gato. Asimismo,
constituyen un punto de partida para la realizacién de otros estudios que tiendan a

investigar las caracteristicas moleculares de dicho efecto neuroprotector.
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APENDICE

Hipocampo

La formacion hipocampica, estructura bilateral esta situada en la parte
dorsomedial de cada hemisferio cerebral, se extiende desde el agujero interventricular
hasta la parte rostral en el piso de la prolongacion temporal del ventriculo lateral y por
delante de la lamina terminal donde forma el rudimento prehipocampico que constituye
la parte anterior del hipocampo primitivo, se contintia hacia abajo con el nucleo olfatorio
anterior y la parte lateral de la sustancia perforada anterior. Por delante del rudimento
prehipocampico se halla el 4rea preoifatoria. Las formaciones hipocampicas derecha e
izquierda se relacionan por medio de fibras que pasan por la lamina terminal y forman
parte de la comisura anterior (L6pez-Antunez 1979, Mishkin y Appenzeler 1990).

La formacién del hipocampo presenta tres zonas: la fascia dentada (vecina a la
cisura coroidea), el asta de Ammon o hipocampo (intermedia) y el subiculo (contiguo al
neopalio). El hipocampo posee una corteza trilaminar muy primitiva (arquipalio) a nivel
de la fascia dentada y del asta de Ammon, pero en el subiculum hay una zona
transicional hacia la corteza neopaliar de seis capas (corteza entorrinal) (Lépez-
Antunez 1979, Mishkin y Appenzeler 1990).

En el hipocampo se reconocen los siguientes estratos a partir de la superficie
ventricular.

1.- El estrato alveus, por donde cursan fibras aferentes que llegan al hipocampo
de otras regiones y fibras eferentes que son los axones de las células piramidales.

2.- El estrate criens cn donde ademéas de {as fibras aferentes y eferentes, se
encuentran las células en cesta y ofras pequefas células de forma variable cuyos
axones se dirigen en su mayor parte a los estratos mas profundos.

3.- El estrato de células piramidales, formado principalmente por grandes células

de tipo piramidal que dan origen a dendritas basales que se distribuyen horizontalmente

por el estrato oriens y una dendrita apical que se ramifica en los estratos radiado y
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molecular situados mas profundamente; de la base de su soma parte el axon que
después de cursar por el estrato oriens y el alveus pasa a la fimbria y posteriormente al
fornix para constituir la principal via eferente del hipocampo. Los axones de las células
piramidales dan ramas colaterales (colaterales de Schaffer), que penetran al estrato
lacunoso-molecular donde hacen sinapsis con las dendritas apicales de otras células
piramidales.

4.- E! estrato radiado sigue a continuacion; en éste se arborizan las dendritas
apicales de las células piramidales.

5.- El estrato lacunoso-molecular que es el mas profundo, contiene las
ramificaciones terminales de las dendritas apicales de las células piramidales,
interneurcnas diseminadas y fibras que llegan al hipocampo.

Tomando en cuenta sus caracteristicas arquitecténicas y conexiones, Lorente de
N6, ha subdividido el asta de Ammon en varios campos. CA1, CA2, CA3 y CA4 o hilio
(Lopez-Antunez 1979, Mishkin y Appenzeler 1990).

La fascia dentada o giro dentado estd constituido por las capas molecular o
superficial, la granular o intermedia y la polimérfica o profunda. Contiene neuronas de
axdn corto (Golgi Tipo Il), cuyos axones y dendritas se distribuyen dentro de la capa en
que estan situadas. Las fibras musgosas son los axones de las células de la capa
granular que dan colaterales para la capa polimoérfica y que llegan hasta el asta de
Ammon, haciendo sinapsis con las dendritas apicales de las neuronas que se localizan
en el estrato radiado. Otros axones de las células granulares llegan al estrato alveus y

- £ Lo o} o
1nida.

S€& incorporan a ia
El subiculo se continua lateralmente con la corteza entorrinal, esta formado por
el parasubiculo (contiguo a la corteza entorrinal), el presubiculo, el subiculo y el
prosubiculo que esta separado del giro dentado por la cisura hipocampica.
El hipocampo descarga sus impulsos a través del fornix, que esta formado por

los axones de las células piramidales y en pequefia proporcidon por los de células
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situadas en la fascia dentada. Las fibras pasan primero a la fimbria situada en el borde
medial del hipocampo, sobre su superficie ventricular, dorsal a la fascia dentada. Al
llegar a la parte caudal del hipocampo, por debajo del espienio del cuerpo calloso la
mayor parte de las fibras de la fimbria pasan a las columnas posteriores del fornix, un
pequefio numero cruza en la comisura hipocampica y otras alcanzan la superficie
dorsal del cuerpo calloso donde se incorporan a las estrias mediales y laterales y
forman el fornix dorsal; gran parte de estas Ultimas pasan a través del cuerpo calloso
para unirse al fornix principal. Las columnas del férnix (crura fornicis), contornean la
parte posterior del talamo y se unen bajo el cuerpo calloso para formar el cuerpo del
fornix. A nivel del foramen interventricular se originan las columnas anteriores del férnix
que descienden divergiendo para perderse paulatinamente en las paredes laterales de
cada ventriculo lateral. Al aproximarse a la comisura anterior, las fibras del fornix se
separan en un componente precomisural y otro postcomisural. A través de la fimbria y
el fornix, el hipocampo envia impulsos a los nucleos de la region septal, al area
preéptica y a los nucleos anteriores del hipotalamo y a las areas hipotalamicas ventral y
lateral, ntcleo anterior del talamo y nlcleos del cuerpo mamilar. El cuerpo mamilar
descarga impulsos al nucleo anterior del tadlamo por el haz mamilotalamico y al
tegmento mesencefalico por el haz mamilotegmental (Lopez-Antunez 1979, Mishkin y
Appenzeler 19980).

Las fibras aferentes llegan al hipocampo a través de las vias perforante y alvear,
proceden en su mayor parte de la corteza entorrinal y pasan por el subiculo y el
via perforante terminan en el estrato
lacunoso-molecular y las de la via alvear en el estrato alveus y en el estrato oriens.
Gran parte de las que llegan al estrato lacunoso-molecular provienen de la corteza
entorrinal del lado opuesto y alcanzan el hipocampo pasando por la comisura
hipocampica, las fibras que terminan en el estrato alveus y en el estrato oriens

proceden del area entorrinal del mismo lado. Las fibras de la corteza del cingulo cursan
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por el fasciculo homonimo y llegan al asta de Ammon y en gran parte al subiculo del
cual parten impulsos a aquella (Lopez-Antunez 1979, Mishkin y Appenzeler 1990).

La mayor entrada excitatoria son las fibras de la via perforante, las cuales se
originan en la corteza entorrinal y terminan en las 2 terceras partes externas de la capa
molecular dentada en contacto sinaptico con dendritas de otras células granulares. Las
fibras musgosas que provienen de las células granulares interactuan sinapticamente
con las dendritas apicales de las células piramidales del area CA3 en el estrato
lucidum. La tercera via excitatoria polisinaptica del hipocampo es la de las colaterales
de Schaffer de las células piramidales del area CA3 que terminan en las dendritas
apicales de las células piramidales del area CA1 cuyos axones proyectan hacia el
subiculum y la corteza entorrinal. Las células piramidales del area CA3 proyectan fibras
colaterales de tipo excitatorio hacia el septum lateral y hacia el hipocampo contralateral
y colaterales intrinsecas hacia partes mas septales o laterales del area CA3. Un
sistema de fibras comisurales e ipsilaterales esta formado por las fibras que provienen
de las células del hilio y que llegan a el tercio interno de ja capa molecular dentada
contralateral e ipsilateral (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

El glutamato y al aspartato son los transmisores excitatorios del hipocampo
(Nadler y cols. 1976). La corteza entorrinal provoca la liberacion de glutamato de la
fascia dentada, la cuai a su vez provocara la liberacidn de glutamato de las
proyecciones piramidales del campo CA3 hacia el campo CA1 y del hipocampo

contralateral (Spencer y cols. 1981).

¥

hipocampo tiene a ios 3 tipos de receplores para
glutamato, como son el receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), el receptor para
quisqualato y el receptor para acido kainico (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

El receptor NMDA se encuentra preferentemente en el estrato radiado y en el
estrato oriens particularmente en el campo CA1, los receptores para acido kainico se

encuentran localizados en la zona de la fiboras musgosas y los receptores para
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quisqualato presentan una distribucion parecida a la de los receptores NMDA (Ottersen
y Storm-Mathisen 1989).

Estudios electrofisiolégicos sugieren que la transmision sindptica excitatoria
rapida involucra principalmente a receptores para quisqualato y acido kainico y que los
receptores NMDA estan involucrados en los eventos modulatorios lentos, tal como la
potenciacion a largo término y que median una menor parte de los potenciales pos-
sindpticos excitatorios monosinapticos en el campo CA1 (Ottersen y Storm-Mathisen
1989).

Las vias excitatorias del hipocampo ademas pueden contener otras sustancias
neuroactivas como la colecistoquinina, las encefalinas y las dinorfinas aunque no se
sabe si estas coexisten con el glutamato o-'el aspartato, o se encuentran en vias
separadas (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

Las fibras musgosas provenientes del giro dentado tienen glutamato o aspartato
como transmisor y se ha observado que las células que se encuentran junto a estas
células musgosas contienen descarboxilasa del acido glutamico (GAD) que indica la
presencia de! neurotransmisor inhibitorio GABA (acido y-amino-butirico) y establecen
uniones en la zona de la capa molecular. Otras neuronas en el hilio tienen fibras
inmunoreactivas a somatostatina que se dirigen a la zona externa de la capa molecular
dentada (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

El GABA es el mayor aminoacido inhibitorio en el hipocampo, se ha localizado en
las células en cesta y en sinapsis axo-axonicas, su papel es probablemente para
r la excitabilidad de ias neuronas piramidales. Los segrmenios iniciales de ios
axones de las células piramidales presentan una densa inervacidn GABAérgica
proveniente de las células en cesta (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

El efecto hiperpolarizante de! GABA en el hipocampo se lieva al cabo a través de
2 tipos de receptores: el receptor GABAA sensible a bicuculina y acoplado a un canal

de cloro, que es el responsable de los potenciales pos-sinapticos inhibitorios "rapidos”
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(IPSP). Asi mismo, el receptor GABAR que es activado por baclofen, esta acoplado a
proteinas G y produce IPSP "lentos" al incrementar la conductancia membranal para el
K* (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

Aunque la accion del GABA esta usualmente asociada con hiperpolarizacion, se
ha descrito también un efecto despolarizante en las capas dendriticas provocando un
incremento en la conductancia membranal y sirve para modular los potenciales pos-
sinapticos producidos por [a entrada excitatoria (Ottersen y Storm-Mathisen 1989).

Las vias de entrada excitatoria en el hipocampo pueden excitar directamente a
las células piramidales e interneuronas. Las células piramidaies estan bajo inhibicién
GABAérgica del tipo de anteroalimentacion (feed-forward).

El circuito trisinaptico de la fascia dentada y del asta de Ammon esta compuesto
de tres tipos celulares principales: células granulares dentadas, las grandes células
piramidales del campo CA3 y las pequefas células piramidales del campo CA1. Este
circuitc estd arreglado en una orientacién laminar transversa hacia el eje
septotemporal. Las neuronas que presentan axones que arborizan localmente se
denominan "neuronas de circuito local o interneuronas”, son inhibitorias y se han
identificado 3 tipos en el campo CA1: en Cesta (b), Oriens/Alveus (O/A) y Lacunoso-
Molecular (L/M).

Las células en cesta y sus plexos axonales se encuentran alrededor del soma de
las células piramidales en el estrato piramidal. Las células de soma grande tienen
aproximadamente 45 micras de diametro, tienen dendritas basales que llegan hasta el
estrato oriens y dendritas apicales gue ascicnden dentro del estrato radiado y iacunoso-
molecular. Los axones de las celulas en cesta se proyectan lateralmente por varios
cientos de micras, dan muchas colaterales que entran en el estrato piramidal y forman
plexos parecidos a cestas alrededor de los somas de las células piramidales. La célula
en cesta contiene un nucleo de forma irregular, numerosos organelos y su reticulo

endoplasmico es denso; sus dendritas son de tipo espinoso con abultamientos
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periddicos y reciben muchos contactos sinapticos. Los procesos axonales también
muestran alargamientos periddicos llamados varicosidades que terminan en contactos
sinapticos simétricos.

Las células en cesta son estimuladas por las colaterales de Schaeffer y las fibras
comisurales provenientes del estrato radiado. La estimulacion de las céluias en cesta
evoca un potencial pos-sinaptico inhibitorio (IPSP) que es mas rapido que el potencial
excitatorio pos-sinaptico excitatorio (EPSP) de las células piramidales cuando ambas
células son estimuladas en los mismos sitios. De modo que, los IPSP de las
interneuronas llegan a tener un pico mas rapido que los EPSP de las células
piramidales. Cuando se incrementa la intensidad del estimulo, los EPSP usualmente
desencadenan una descarga de potenciales de accién. Las células en cesta pueden
ser activadas en una manera de anteroalimentacion (feed-forward) y son estimuladas
por estas entradas con una latencia mas corta que.las células piramidales (Lacaile y
cols. 1989).

Las células piramidales al ser estimuladas, estimulan a las células en cesta y las
células en cesta envian axones a las células piramidales de manera que las inhiben
(feed-back). Las células en cesta tienen contactos sinapticos principalmente con el
soma de las células piramidales pero también con las dendritas proximales y basales
de las mismas. Ademas tienen contacto con procesos dendriticos de otras
interneuronas.

En el area CA3, las interneuronas que se encuentran en el estrato oriens-alveus
entan un soma multipolar, su axén mide 20-30 micras de diamelio y sigue una
trayectoria horizontal por el borde de este estrato. Los axones de estas interneuronas
se ramifican profusamente en el estrato oriens y en el estrato piramidal y han mostrado
inmunorreactividad para el neurotransmisor GABA y para el factor inhibidor de la

liberacion de la somatotropina.
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Las interneuronas A/O reciben fibras excitatorias de las células piramidales del
area CA3 ipsilateral y contralateral. La respuesta excitatoria de las interneuronas A/O
es mas intensa que la de las células piramidales y sus potenciales de accion se
producen con una latencia mas corta. Esto indica que las interneuronas de tipo A/O son
estimuladas en forma de anteroalimentaciéon y su excitaciéon es més rapida que la de las
células piramidales. Las interneuronas de tipo A/O envian axones hacia las células
piramidales del area CA1 las hiperpolarizan lentamente y al mismo tiempo inhiben
rapidamente a las neuronas piramidales del area CA3 (Lacaile y cols. 1989).

Las interneuronas de tipo L-M presentan una forma fusiforme o multipolar, se
localizan en el borde del estrato lacunoso y el estrato molecular y en la regién CA3
penetran hacia el estrato radiado. Los arboles dendriticos y axonales de estas
interneuronas se han encontrado desde la segunda hasta la tercera porcion de la
regiéon CA1 y en parte de la fascia dentada. Los axones de las interneuronas L-M son

de aspecto varicoso, emergen usualmente cerca de una dendrita primaria en el estrato
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lacunoso-molecular y envian proyecciones unos milimetros a través de la capa L-M,
estas proyecciones se ramifican inmediatamente en el estrato radiado, algunos
procesos axonales se ramifican en el estrato piramidal y en ei estratc oriens. Las
proyecciones axonales no se restringen Unicamente a la regién CA1, algunas
colaterales ascienden a través del est-rato lacunoso-molecular, a través de la cisura
hipocdmpica y llegan hasta la capa molecular de la fascia dentada. Las interneuronas
L-M son similares a las otras células no piramidales en que presentan muchos
contactos sindpticos con sus dendritas espinosas (Lacaile y cols. 1989).

Las fibras aferentes excitatorias e inhibitorias inciden en las interneuronas L-M,
con EPSPs e IPSPs provocados por la estimulacién de las principales vias de fibras ai
hipocampo. Asi como en las interneuronas en cesta y las A/O, la estimulacion de las
interneuronas L-M es mas rapida que la estimulacidn de las células piramidales como
resultado de la antero-activacion. También se ha observado que la estimulacion en la
capa molecular en la fascia dentada provoca EPSP en las interneuronas L-M. Las
proyecciones de las fibras excitatorias e inhibitorias aferentes tienen, no obstante,
diferentes orientaciones. Las fibras eferentes excitatorias corren transversalmente al
eje septotemporal del hipocampo, mientras que las aferentes inhibitorias llevan una
orientacion longitudinal. De modo que, las aferentes excitatorias aparentan tener una
trayectoria laminar y las aferentes inhibitorias una trayectoria interlaminar (Lacaile y
cols. 1889).

Las fibras aferentes excitatorias de las interneuronas L-M son las colaterales de
al ipsilaterai. Ei origen
de las aferentes inhibitorias permanece desconocido. Sin embargo, puesto gue la
inhibicién de interneurona a interneurona ha sido observada en la region CA1 y puesto
que han sido observados contactos sindpticos simétricos GAD-positivos en las

interneuronas L-M en la regién CA3, la inhibicién de las interneuronas L-M en la regién
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CA1 es probable que se origine en otras interneuronas inhibitorias de la misma region
(Lacaile y cols. 1989).

Otros 3 grupos de aferentes extrahipocampicas inervan densamente al estrato
lacunoso-molecular: las aferentes colinérgicas del septum, las aferentes
serotoninérgicas del rafe y las aferentes noradrenérgicas del locus coeruleus.

Las interneuronas del L-M inhiben a las células piramidales pero las células
piramidales no inhiben ni excitan a las interneuronas L-M. La inhibicién hiperpolarizante
bloquea las espigas pos-sinapticas provocadas en las células piramidales. Los IPSP
provocados en las dendritas de las células piramidates por estimulacion de las células
L-M son sensibles a variaciones en el potencial de membrana, en donde la amplitud de
los IPSP se incrementa con la despolarizaciéon de la membrana de las células
piramidales y la hiperpolarizacion disminuye cuando la membrana de las células
piramidales esta hiperpolarizada. Las interneuronas L-M inhiben a las interneuronas del
estrato piramidal y no hay conexiones sinapticas en direccion inversa (Lacaile y cols.
1989).

Las interneuronas L-M tienen contactos sinapticos axodendriticos con células
piramidales e interneuronas de la region CA1 en el estratollacunoso molecular y
radiado. Las interneuronas L-M inhiben también a las células granulares de la fascia

dentada y a las interneuronas del estrato molecular (Lacaile y cols. 1989).
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4(] No definido ———' Inhibitorio ——<| Excitatorio

Diagrama de un circuito local de la region CA1. A. alveus; O, oriens; P, piramidal,

R, radiado; L-M, lacunoso molecular; F fisura hupocampica. Giro dentado: M,
molecular; G capa granular; H, hilio.

Una célula granular y parte de la fascia dentada se incluyen en el diagrama
debido a que los procesos de las interneuronas L-M penetran en la fascia dentada. Se
muestran una célula piramidal (P), una célula en cesta (B), una interneurona
oriens/alveus (O/A), una interneurona lacunoso-molecular (L-M), y una célula granular.

Se muestran las fibras aferentes con sinapsis excitatorias con las células O/A,
P, By L-M en el estrato lacunoso-molecular (sinapsis t, u, v, w respectivamente), en el
estrato radiado (sinapsis g, a, f y I) y en el estrato oriens (sinapsis m,n,o y p). La mayor
eficacia de estas sinapsis sobre las interneuronas resulta en una excitaciébn mas
temprana de interneuronas de O/A, B y L-M con respecto a las células piramidales. Las

fibras aferentes del estrato alveus hacen sinapsis excitatorias sobre las células O/A, B y
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L-M (sinapsis i,h y r). Las fibras aferentes en el estrato moleculas de [a fascia dentada
tienen sinapsis excitatorias con las células G y las interneuronas L-M ( sinapsis aay
bb) (Lacaile y cols. 1989).

Las células piramidales presentan sinapsis excitatorias con las interneuronas B y
O/A (sinapsis b y c). Las células en cesta presentan sinapsis inhibitorias con el soma de
las células piramidales (sinapsis d) y posiblemente con interneuronas O/A e
interneuronas L-M (sinapsis e y s). Las interneuronas presentan sinapsis inhibitorias
con el soma de las células Py B (sinapsis j y k) y posiblemente con interneuronas L-M
(sinapsis q). Las interneuronas L-M presentan sinapsis inhibitorias con las dendritas de
las células P (sinapsis x) en el estrato piramidal, posiblemente con células B (sinapsis
y) y posiblemente con interneuronas O/A (sinapsis z). Las interneuronas L-M presentan
sinapsis inhibitorias con las células G (sinapsis cc) y con interneuronas de la fascia

dentada (Lacaile y cols. 1989).

Sustancia nigra

La sustancia nigra es una estructura que se localiza en el mesencefalo, en
posicién dorsal a los pedinculos cerebrales y ventral al nicleo rojo. Esta formada por
varias regiones siendo las principales la pars compacta (SNc) constituida
principaimente por neuronas dopaminérgicas y la pars reticulata (SNr) que tiene
principaimente neuronas GABAérgicas (Lopez Antunez 1979).

La SNr es un componente integral de la via de salida de los ganglios basales y
tiene un papel muy importanie en e control dei comportamiento motor. Este nuicleo
recibe inervacion GABAérgica del neoestriado (nucleo caudado y putamen) y del globus
palidus. En el estriado dorsolateral los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) regulan
la liperacién de GABA en las neuronas de la SNr (Morari y cols. 1996). Las neuronas de
la SNr ademas de GABA contienen metionina, encefalina y sustancia P (Difiglia y cols.

1981, Haber y Elde 1982).
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Las neuronas de la SNr en el gato y otras especies son de tres tipos
morfoldgicos: neuronas de proyeccion, de tamafio grande con un soma de diametro
medio entre 23 a 26 um, neuronas de tamafio mediano cuyo un soma mide entre 8 y 16
pum, con extensos campos dendriticos y neuronas de tamaiio pequefio (probablemente
interneuronas) con dendritas pequefas. Las neuronas de gran tamafio son de forma
triangular o poligonal con un eje major de 36 x 50 um y menor de 23 x 32 um. El soma
de las neuronas de tamafo medianoc es liso y pueden ser de forma triangular, fusiforme
ovoide o poligonal y miden en su eje mayor 16-39 um y en su eje menor 8-16 pm
(Grofova y cols. 1982, Poirier y cols. 1983).

Las neuronas GABAérgicas de la SNr tienen tanto receptores GABAA como
GABAR, pero su inhibicion ténica esta dada principalmente por el receptor GABAA. Los
agonistas para ambos receptores tienen un efecto inhibitorio sobre la frecuencia de
descarga de estas neuronas pero solo el antagonista bicuculina que es especifico para
el receptor GABAA incrementa la frecuencia de descarga de estas neuronas en forma
significativa (Rick y Lacey 1994).

En la sustancia nigra reticulata existen circuitos intrinsecos que se establecen
por medio de axones colaterales inhibitorios de las neuronas que arborizan dentro de la
misma, inervando probablemente las proyecciones de otras neuronas; de esta manera
se observa una inhibicién recurrente y la modulacién de su inhibicién neuronal (Deniau
y cols. 1982). Estas neuronas también envian colaterales a sitios discretos en la pars

compacta, provocando potenciales inhibitorios en las neuronas dopaminérgicas

mediados

. Cuando se estimula a las neuivnas iocaiizadas en el
area dorsomedial o peripeduncular de la SNr las neuronas de la SN¢ responden con
potenciales inhibitorios en un campo que tiene forma de cono y se extiende
aproximadamente 500 um en direccién medio-lateral. .

Las neuronas dopaminérgicas estan agrupadas en modulos funcionales cuya

mayor inhibicidn se deriva de circuitos locales de las colaterales de las células de la
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pars reticulata adyacente. Esto podria representar Ia- unidad basica funcional de este
nlcleo (Hajos y Greenfield 1994). La inhibicién de la SNc por la SNr esta mediada por
interneuronas GABAérgicas, por axones colaterales de las neuronas de la SNr o por
axones colaterales que inervan a las interneuronas y estas a su vez a las neuronas de
la SNc. La inhibiciéon de las neuronas de la SNc esta mediada por el neurotransmisor
GABA y por receptores GABA (Tepper y cols. 1985).

Las neuronas GABAérgicas de la SNr proyectan hacia el talamo, los nucleos
pedunculopontinos y el coliculo superior.

El estriado dorsolateral recibe proyecciones de la corteza cerebral motora por [a
via corticoestriatal que es glutamatérgica. En el estriado existen dos tipos de
poblaciones neuronales que son GABAérgicas, una que proyecta hacia las neuronas
GABAérgicas de la SNr y otra que llega al segmento interno del globus palidus.

Existen conexiones entre el neoestriado (CN), el palido, el nucleo subtaldmico
(STN) y la SN; las eferentes inhibitorias GABAérgicas directas del CN proyectan a las
neuronas e inteneuronas de la SNr y de la SNc. Estas ultimas estan interconectadas
por aferentes GABAérgicas de la SNr y de la SNc; las neuronas dopaminérgicas de la
SNc envian proyecciones hacia el CN. Del CN existen proyecciones GABAeérgicas
indirectas hacia el GP lateral y de éste la inervacidén GABAérgica llega al STN y a la
SNr. El STN proyecta eferentes excitatorias glutamatérgicas hacia la SNr, el STN esta
influenciado directamente por aferentes excitatorias corticales.

La SNr y el globus palidus proyectan a otras estructuras ademas de los ganglios
hasales con proyecciones GABAé&rgicas qgue inhiben tdnicamenie a ios nlcieos
talamicos ventral anterior y ventral lateral: este Gltimo envia proyecciones excitatorias
glutamatérgicas hacia la corteza cerebral (Parent y Hazrati 1995). La SNr proyecta
hacia la division medial del nacleo lateral ventral (VLm), la parte magnocelular de!
nucleo anterior ventral (VAme) y el nucleo medio dorsal del talamo en monos y ratas.

La salida nigro talamica se sugiere que se continua principalmente hacia la corteza
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prefrontal. La proyeccién nigro-talamica se considera ser inhibitoria en gatos. La salida

nigrotalamica hacia el nicleo medio-dorsal es también inhibitoria y esta relacionada al

menos con el area dorsal prefrontal (PF) en el gato. Las proyecciones nigro-talamicas y

palido-tatdmicas se consideran como los dos principales sistemas de salida de los

ganglios basales. La salida palido-talamica se sabe que es inhibitoria y esta relacionada

directamente con las areas motora y premotora de la corteza cerebral (Miyamoto y
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Diagrama del circuito neuronal entre la sustancia negra pars reticulata (SNr), la
sustancia negra pars compacta (SNc), la formacién reticular mesencefalica (FRM), el
ntcieo (N) pedunculopontino, el coiiculo superior, el tectum, el talamo, el nucleo
subtalamico (STN), las cortezas (Cx) motora, premotora y prefrontal, el nucleo

caudado, el putamen y el globus palido (GP) lateral.
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Anexo 1 TABLA DE EVALUACION NEUROLOGICA DE TODD

Fecha: mes/dia

Dias después del paro 0
NIVEL DE CONCIENCIA

Normal ¢
Obnubilado 5
Estuporoso 10
Comatoso 15
RESPIRACION

Normal 1
Anormai 5
Ventilador 10
NERVIOS CRANEALES

Pupila:normal {0), anormal (1), fija (2) 0-2
Reflejo luminoso: Presente (0), débil (1), ausente (2). 0-2
A} Reflejo oculocefalico:presente (0), débil (1), ausente (2). 0-2
B) Reflejo corneal : fuerte (0}, débil {1}, ausente (2). 0-2
C)Sensacion facial: fuerte (0), débil(1), ausente(2). 0-2
D)Respuesta auditiva:fuerte (0), débil (1), ausente (2). 0-2
E)Reflejo nauseoso: fuerte (0), débil (1), ausente (2). 0-2

REFLEJOS ESPINALES

Tono muscular;

F)Tronco: normal {0}, espastico (2-5), flacido (2-5) 0-5

F)Extremidades.: normal (0), espastica (2-5), flacida (2-5) (anterior/ | 0-5

posterior)

Reflejos flexores al dolor:

G)Ext. ant..normal (0), débil (1,2), ausente (3). 0-3
G)Ext. post..normal (0), débil (1,2), ausente (3). 0-3
REACCIONES DE COMPORTAMIENTO:

H)Carretilleo 0-3
l)Movimiento postural extensor 0-3

Colocacion de extremidades:

J)Ext. anterior; normal, ataxico, ausente 0-3

J)Ext. posterior: normal, ataxico, ausente 0-3

Alimentacién: solo (0),con ayuda (2), ausente (4). 0-4

—



Limpieza: presente (0), ausente (4).

K) MARCHA:
Normal 0
Paresia y ataxia minimas; capaz de caminar. 5
Capaz de levantarse y apoyarse solo; tropieza y cae frecuentemente. 10
Incapaz para levantarse solo; tropieza y cae frecuentemente cuando uno | 15
la levanta.
Incapaz para levantarse, movimientos propositivos cuando se le levanta | 20
de la cola. Paresia severa.
Ausencia de movimientos propositivos. 25
TOTAL

Normal 0

Deficiencia neuroldgica severa 100
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