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1.0 INTRODUCCION.

La tiamina contiene dos sistemas anulares, uno de pirimidina y

otro de tiazol unidos por un grupo metileno (Figura 1).

Figura1l. PIROFOSFATO DE TIAMINA (PPT) O
COCARBOXILASA. (Tomado de Lehninger, 1990).

Se ha visto que en los tejidos animales se encuentra presente en
su mayor parte como pirofosfato de tiamina (PPT), el cual se
encuentra forma de coenzima y funciona en diversas reacciones
enzimaticas en las que los grupos aldehido se transfieren desde un
dador a una molécula aceptora. Algunas de las enzimas que
dependen del PPT son: Piruvato-descarboxilasa, la alfa oxoacido
descarboxilasa, las piruvato oxidasas (citocromos), acetol acetato

sintetasas y las trancetolasas.
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Aunque se conocen que hay 24 enzimas que contienen PPT
como coenzima, en muchos de los casos se desconocen los
mecanismos de accion (Bowmn y Rand, 1984).

La tiamina tiene un peso molecular de 460,79 Daltones; su
aspecto es de un polvo blanco y cristalino, si se le expone al aire
absorbe rapidamente 4% de agua, siendo también insoluble en etanol,
acetona, éter y benceno. Es estable en seco y en solucién a pH menor
de 5.5, especialmente entre 2.7 y 3.4, el alcali la destruye, ademas, es
un compuesto que se descompone con exposiciones prolongadas a
altas temperaturas.

La tiamina libre se absorbe fécilmﬁnte por el intestino delgado, lo
cual no ocurre con el pirofosfato. La tiamina es fosforilada en el
intestino por la tiaminoquinasa a pirofosfato de tiamina y es secretado
en la sangre portal. En esta forma de pirofosfato la mayor parte de la
tiamina se almacena en una proporciéon de la mitad en el musculo y
una décima parte en el cerebro como trifosfato de Tiamina. El
contenido encefalico tiene un recambio lento, y metaboliza a
monofosfato de tiamina. La mayor parte de la tiamina del plasma es
libre, como el alcohol. Muchos de los metabolitos de la tiamina se
excretan en la orina (Cantarow y Schepartz, 1989). Es abundante en
la carne de cerdo, 'germen de trigo, granos completos, cereales
enriquecidos y cascara de arroz; cabe destacar que el consumo de la
tiamina es importante para evitar los trastornos provocados por su
deficiencia. El lugar donde se almacena en gran cantidad es en la

mitocondria (Benitez,1986).



Por otra parte la tiamina aparece en estado libre en el plasma
sanguineo y el liquido cefalorraquideo (aproximadamente 1mg/100ml).
La porcién principal de la tiamina sanguinea, que fluctia entre 6 y 12
mg/100ml se presenta en las células hematicas como pirofosfato, en
combinacién' proteinica. El pirofosfato de tiamina juega un papel
fundamental en el metabolismo siendo intermediario de los
carbohidratos, alcoholes y aminoacidos de cadena lateral por
mencionar algunas de sus multiples funciones.

La capacidad del organismo para almacenar tiamina es limitada.
Se presenta en forma libre y combinada, esta ultima presente en
corazoén, higado y riflones y en menor concentracién en musculo
esquelético y cerebro, mientras que en la forma de pirofosfato de
tiamina se almacena en el organismo, pero dentro se combina con el
trifosfato de adenosina (ATP) para formar PPT, que funciona como
coenzima esencial que interviene fundamentalmente en la
descarboxilacion de los alfa-ceto acidos, importantes en la produccion
de energia. También actia como coenzima en la via de las pentosas,
principal fuente del fosfato dinucleétido de nicotinamida y de adenina
(NADP).

Reducido, en la sintesis de acidos grasos; su deficiencia provoca
la acumulacién de piruvato y lactato en el cuerpo (Lehninger,1990).

La tiamina es un factor nutricional necesario para todas las
especies vegetales y animales. La sintetizan los vegetales superiores,
pero en grado limitado en la obscuridad, y la producen muchas
bacterias, levaduras y mohos. La fuente mas importante de esta

vitamina en cuanto al hombre y otros animales es la alimentacion.



Algunos vegetales y microorganismos tienen la facultad de
sintetizar tiamina si se les brinda el componente pirimidico, aunque en
los vegetales se halla en estado libre. En el higado experimenta
fosforilacién activa convirtiéndose en cocarboxilasa.

El pirofosfato de tiamina es importante en la energia utilizada
para el metabolismo celular, interactuando con enzimas como el
piruvato deshidrogenasa y la alfa deshidrogenasa en el ciclo del acido
citrico (Bettendorff, 1996).

Se ha visto que el pirofosfato de tiamina actia a diferentes
niveles, ya que es utilizado como medicamento en muchas
enfermedades como el alcoholismo, diabetes, en alteraciones
neuroldgicas, problemas durante el embarazo, alteraciones renales
(Benitez,1986).

Se ha reportado que las concentraciones del pirofosfato en el
cerebro de rata son mayores con respecto a otras especies
(Bettendorff, 1996). Para esto, existen diferentes metodologias que
nos permiten analizar el contenido de tiamina y sus ésteres fosfatados
en los diferentes liquidos corporales, asi como en cada tejido, y aun
en los compartimientos intracelulares. EI mas empleado en la
actualidad, por su exactitud, es la determinacién por cromatografia
liquida con gradiente de alta resolucion (Bettendorff, 1991).

Resultan numerosos los estudios sobre los requerimientos y el
consumo de tiamina (Machlin, 1989), sin embargo, los resultados
obtenidos coinciden al reportar que en el humano el minimo
requerimiento es de 1mg/dia, aunque frecuentemente en los estudios

se refleja gran variabilidad en el metabolismo y consumo de los



individuos, aun cuando éstos se encuentren en 6ptimas condiciones
(Michael et al., 1993).

Los o6rganos donde se observa una mayor velocidad de
penetracion son en el cerebelo, y en orden decreciente le contintan el
higado, el hipotalamo, la médula espinal, el cuerpo estriado, la médula
espinal y el cerebro medio, aunque cabe destacar que el cerebro
contiene el 20% de la tiamina total de reserva (Rindi et al., 1987).

La vida media de la tiamina libre es de 20 minutos, el
monofosfato de tiamina de 160 minutos y el pirofosfato de tiamina de 8
horas. En la corteza cerebral de humano se recambia el contenido
total de tiamina y sus ésteres en 16.5 horas aproximadamente
(Bettendorff y Pierre, 1994). Ademas se sabe que el pirofosfato de
tiamina tiene funciones no coenzimaticas, tal vez como
neurotransmisor en varias regiones cerebrales, como en los ganglios
basales, que requieren de un mayor aporte sanguineo y alta actividad
metabdlica en el recién nacido (Roskams y Connor, 1994).

En estudios de cinética de cerebro se comprob6é que los
compuestos de tiamina decrecen en el orden: tiamina, trifosfato de
tiamina, monofosfato de tiamina y pirofosfato de tiamina. Se ha
observado que después de una hora de inyectado por via
intraperitoneal, el PPT alcanzé mayores niveles en la fraccion
citosdlica del cerebro, lo que sugiere la existencia de dos
compartimientos para el PPT, la primera de cofactor unida a las
mitocondrias, con un recambio bajo, y la segunda mayor en el
compartimiento citosélico con alto recambio como precursor del

trifosfato de tiamina (Bettendorff y Pierre, 1994).



2.0 ANTECEDENTES.

A principios del siglo pasado, se tuvo conocimiento por vez
primera de la existencia de la tiamina o vitamina B1. Para el hombre
es de gran importancia, ya que Su ausencia provoca Severos
trastornos en el metabolismo, de ahi que haya surgido un gran interés
por conocer a la molécula, es por eso que hasta este momento se
estén realizando varias investigaciones con el afan de conocer mas
los problemas resultantes de la carencia de la molécula, asi como
también, su empleo terapéutico en la coordinacién de las actividades
del sistema neuroinmunoendocrino, sus posibles actividades
neuroquimicas y su participacion en la conduccién del impulso
nervioso y en la captura de radicales libres, muy recientemente, se ha
visto que interviene en las vias y ciclos metabdlicos mas importantes y
como coenzima aporta la energia necesaria al organismo
proporcionando una mejoria clinica inmediata.

En el afio de 1893, un médico de nombre Eijkman mostré que la
paralisis podia ser aliviada rapidamente por el suministro de un
extracto de cascarilla de arroz, por lo que se llegé a la conclusion, de
que el salvado de arroz contenia un componente nutritivo esencial que
ya después se identificaria como tiamina, con el tiempo también se
descubriria que esta molécula ingresa al organismo en la dieta gracias
al consumo de granos y cereales (Benitez,1986).

Con esa misma inquietud, para el afo de 1911, dos
investigadores de nombres Neuberg y Karczarg, demostraron que las
células de la levadura, convierten el piruvato en acetaldehido y biéxido

de carbono. A partir de ahi se comenzé a sospechar de la existencia



de un factor responsable de esta reaccion, asi se encontré que era
una coenzima a la que posteriormente llamaron pirofosfato de tiamina,
la cual es la forma activa de la tiamina (Benitez,1986).

En 1929, Peters comenz6 a estudiar el metabolismo oxidativo del
tejido cerebral en palomas deficientes de tiamina, en donde encontré
que una fase de la oxidacién del piruvato era muy baja en los tejidos
de las aves deficientes en tiamina y que se podia lograr corregir esta
deficiencia en el metabolismo oxidativo del tejido cerebral a través de
la adicién de tiamina, lo que llevaba a vislumbrar la importancia que
tenia la deficiencia de la tiamina. Peters para el afio de 1939, sugirioé
que la tiamina se convertia en un derivado y demostré que la forma
que realmente estimulaba la respiracion mitocondrial era el pirofosfato
de tiamina (PPT), la cual en la actualidad se sabe, es una de las
coenzimas mas importantes en el ciclo de Krebs y que se encuentra
en grandes proporciones en la matriz mitocondrial. Para el ano de
1987, Rindi observd que la tiamina y sus ésteres fosfatados
penetraban a todos los tejidos pero con diferente velocidad,
probablemente estas velocidades estan determinadas por sus
requerimientos (Peters, 1929).

En 1981, Edwin obtuvo valores de diversos alfa-cetoacidos los
cuales fueron determinados en sangre total, obtenida de casos de
necrosis cerebro cortical (CCN), la cual es una enfermedad
ocasionada por la deficiencia de tiamina, y fueron comparados con los
de animales normales. Pudo observar que el pirofosfato de tiamina
(PPT) es un cofactor esencial en la carboxilacion de muchos

alfacetoacidos y esto fue reflejado en los valores elevados no solo de



acido piravico, sino también de glicoxilico, alfacetoglutarico, fenil
piravico e hidroxifenil piravico en los casos de CCN (Benitez,1986).

En 1986 Lai y Cooper, demostraron que la actividad del complejo
alfa- cetoglutarato deshidrogenasa es dependiente del PPT, y se
presenta un gradiente a partir de corteza cerebral, cerebelo, cerebro
medio, hipocampo, hipotalamo, medula espinal y bulbo olfatorio, asi
como también, la inhibiciéon de este complejo por amonio, tiene efecto
sobre el ciclo del acido citrico y puede ser de importancia
fisiopatolégica y patogénica en hiperamonemia, encefalopatia hepatica
y errores congénitos del metabolismo de la urea (Benitez,1986).

Para el afo de 1988, Gibson observé que en pacientes con
Alzheimer, las actividades de dos enzimas dependientes de pirofosfato
de tiamina, la 2- cetoglutarato deshidrogenasa y la de la transcetolasa,
se reducen el 75% y 45 % respectivamente, en tejido cerebral. En el
ano de 1996, Bettendorff descubri6 que los niveles de PPT en
humano, son minimos en hipocampo y maximos en el cuerpo mamilar.
Los niveles maximos de tiamina y sus ésteres fosfato fueron
detectados al nacimiento; en corteza parietal, los niveles medios de
tiamina total en el grupo de edad mayor (77-103 anos) fueron menores
que aquellos del grupo de edad media (40-55 afos), lo que sugiere
que el estatus de la tiamina decrece con la edad. En 1997, se observd
que el difosfato de tiamina es un cofactor importante de piruvato y alfa-
cetoglutarato deshidrogenasa y trancetolasas (Gibson, 1988).

La deficiencia de tiamina conduce a lesiones cerebrales
reversibles e irreversibles por dafio del metabolismo oxidativo, asi se
ve que es un cofactor para el papel que juega en el metabolismo la

tiamina, ademas también propone que el trifosfato de tiamina puede



estar involucrado en la formacién de canales i6nicos. En ese mismo
ano, Wilkinson evallio la respuesta de la deficiencia de tiamina,
tomando al azar sujetos mayores de edad para suministrarles tiamina,
eéstos mostraron incrementos en las concentraciones de PPT,
comparados con el grupo control, al cual no se le administré tiamina,
por lo que, los primeros presentaron grandes beneficios ya que
mostraban una mejor conciliacion del suefo asi como de energia,

mientras que el grupo control mostré todo lo contrario (Benitez, 1986).



2.1 Morfologia de la Corteza Cerebral de Rata

Como en todos los mamiferos, la corteza cerebral de la rata,
puede ser subdividida en la isocorteza y alocorteza. Las regiones
corticales muestran zonas bien definidas de seis estratos, los cuales
pueden ser categorizados como isocorteza, visto que otras regiones
muestran totalmente una estructura laminar heterogénea que puede
ser categorizada como alocorteza.

Considerando aspectos evolutivos, el término isocorteza puede
ser reemplazado por el término neocorteza; y similarmente el término
alocorteza puede ser reemplazado por los términos de paleocorteza y
arquicorteza, quien tiene implicaciones funcionales olfatorias vy
limbicas. Aunque esos términos son frecuentemente usados, la
corteza olfatoria es comparable a la paleocorteza y la corteza limbica a
la arquicorteza, con lo que respecta a la corteza cingulada anterior y la
siguiente corteza retrosplenial caudal, forma el borde entre la
alocorteza y la isocorteza, y la superficie medial y dorsal del
hemisferio. En la superficie anterior, la isocorteza esta rodeada por la
corteza insular, la cual puede ser subdividida en las areas agranular
insular dorsal (AID), ventral (AlV) y posterior (AIP) (Paxinos y Watson,
1982).

2.11 Corteza Cingulada Anterior
El area cingulada anterior puede ser identificada en parte de la

corteza prefrontal aunque en la corteza prefrontal en la rata no

muestra los cuatro estratos granulares. La identificacion de la corteza



prefrontal en roedores fue hecha por Leonard (1969), el cual define el
campo orbitofrontal como el blanco de proyecciones de los nucleos

talamicos mediodorsales (MD) (Paxinos y Watson, 1982).

2.12 Corteza Retrosplenial

Para la corteza retrosplenial (frecuentemente llamada, corteza
cingulada posterior) cabe destacar que algunos términos varian y
algunos otros son los mismos para las diferentes estructuras. La
citoarquitectura y mieloarquitectura, tienen caracteristicas que
finalmente conducen a una clara separaciéon de las areas retrosplenial

y el area cingulada anterior (Paxinos y Watson, 1982).

2.13 Corteza Insular

Tiene una posicion dorsal, esta corteza se extiende
profundamente en el sulco rinal y esta cerca de la regién de transiciéon
dorsal de la isocorteza. Esa region se puede dividir dentro de la
corteza agranular insular dorsal (AID), ventral (AlV ) y posterior (AIP ).
Estas areas no muestran una clara estructura isocortical y debe ser
comparada con las areas perialocortical y proisocortical de la

claustrocorteza (Paxinos y Watson, 1982).

2.14 Corteza Peririnal

La corteza peririnal sigue las partes posteriores del surco rinal y

limita con la corteza entorrinal ventral y las areas temporales Te2 y



Te3 dorsales. La posicion y la estructura de la corteza peririnal
coincide con la descripcion de Deacon et al. 1978. La corteza peririnal
recibe vias aferentes, desde el area cingulada anterior, el area media
frontal, y las areas sensorias secundarias de la neocorteza, el

presubiculum y parasubiculum (Paxinos y Watson, 1982).

2.15 Region Parietal

Las areas parietales estan caracterizadas por el buen desarrollo
del estrato granular. La regién parietal puede, ser totalmente facil,
delineada desde las areas periféricas de este criterio. El estrato 4 de la
region parietal muestra diferencias estructurales remarcables,
permitiendo subdivisiones de esta region (Paxinos y Watson, 1982). La
distribuciéon de las diversa zonas de la corteza de rata pueden ser

observadas en las figuras 2 y 3.



tateral

Figura 2 Estructura Laminar de rata Adulta, mapa de secciones: lateral,
dorsal, medial y basal en las areas 29D: AID, parte dorsal de corteza insular
agranular; AIP parte posterior de corteza insular agranular; Cg1, area 1, corteza
cingulada (corteza prefrontal media); Cg2 area 2, corteza cingulada (corteza
prefrontal media); Cg3 area 3, corteza cingulada (corteza prefrontal media); Ent,
area entorinal; FL, limbo anterior; Fr1, area 1 frontal; Fr2, area 2 frontal; Fr3, area
3 frontal; HL, limbo posterior; IG, indusium griseum; IL, area infralimbica de la
corteza frontal media; Oc1, area, corteza occipital; Oc1B, area 1 lateral, parte
binocular del occipital, Oc2L area 2 lateral occipital; Oc1M, area 1 medial parte
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monocular del area occipital; Oc2M, area 2, medial occipital; Par1, area 1 parietal;

Par2, area 2. Tomado de (Paxinos y Watson, 1982).

medial

Figura 3. Estructura Laminar de rata Adulta, mapa de secciones: lateral,
dorsal, medial y basal en las areas 29D: AID, parte dorsal de corteza insular
agranular; AIP parte posterior de corteza insular agranular; Amg, Amigdala; Amn,
cuerno de Ammon; Cg1, area 1, corteza cingulada (corteza prefrontal media); Cg2
area 2, corteza cingulada (corteza prefrontal media); Cg3 area 3, corteza
cingulada (corteza prefrontal media); DG, giro dentado; Di, diencéfalo; Ent, area



entorinal; F, fornix; FL, limbo anterior; Fr1, area 1 frontal; Fr2, area 2 frontal; Fr3,
area 3 frontal; HL, limbo posterior; IG, indusium griseum; IL, area infralimbica de la
corteza frontal media; Oc1, area, corteza occipital; Oc1B, area 1 lateral, parte
binocular del occipital, Oc2L area 2 lateral occipital; Oc1M, area 1 medial parte
monocular del area occipital; Oc2M, area 2, medial occipital; Par1, area 1 parietal;
Par2, area 2, parietal; PaS, parasubiculum; Pir, corteza piriforme; PRL, corteza
peririnal; PrS, presubiculum; PSA, corteza retrosplenial agranular; RSG, corteza
retrosplenial granular; S, Subiculum; Spt, septum; Te1, area 1 temporal; Te2, area
2 temporal; Te3, area 3 temporal; TT, tenia tecta; Tu, Tubérculo olfatorio. Tomado
de (Paxinos y Watson, 1982).



2.2 Isquemia

Normalmente, la mayor parte del control nervioso de la presion
arterial se lleva acabo por reflejos que se originan en los baro
receptores, los quimiorreceptores y los receptores de la presion baja
que se localizan en la circulacion periférica fuera del cerebro. Sin
embargo, cuando el flujo sanguineo al centro vasomotor situado en el
tallo encefélico bajo disminuye lo bastante para causar una carencia
nutricional, y en consecuencia un trastorno denominado isquemia, las
neuronas del centro vaso motor en si, responden directamente a la
isquemia y se excitan intensamente. Cuando esto ocurre, el centro
vaso motor aumenta su actividad y la presion arterial general se eleva
muchas veces tanto que el corazén ya no puede impulsarla. Se cree
que este efecto depende de la imposibilidad en que se halla el riego
lento de eliminar el diéxido de carbono del centro vaso motor; la
concentracion local de diéxido de carbono aumenta mucho y ejerce un
poderoso efecto estimulando el sistema nervioso simpatico.

Es posible que otros factores, como la acumulacién de acido
lactico y otras substancias acidas contribuyan también a fuerte
estimulacién del centro vaso motor y al aumento de presion. Este
incremento de la presion arterial en respuesta a la isquemia cerebral
recibe el nombre de respuesta isquémica del SNC (Guyton, 1994).

Si la isquemia cerebral resulta tan intensa que una elevacion
maxima de la presion arterial media todavia no logra aliviar la
isquemia, las células neuronales empiezan a sufrir metabélicamente, y

en plazo de 3 a 10 minutos se hacen totalmente inactivas, por lo tanto,



la presion arterial cae entonces hasta alrededor de 40 a 50 mm Hg,
nivel al cual baja cuando desaparece toda actividad vaso motora. Por
tanto, es muy afortunado que el reflejo isquémico sea tan intenso que
la presién arterial generalmente suba lo suficiente para corregir la
isquemia antes que cause depresion nutritiva y muerte de las células
neuronales.

En otro tipo de isquemia como lo es la coronaria, el riego
sanguineo insuficiente del muasculo cardiaco disminuye su
metabolismo por tres motivos diferentes; falta de oxigeno, exceso de
diéxido de carbono y falta de transporte de nutrientes. En
consecuencia, no puede producirse polarizacion de las membranas
en zonas donde la isquemia miocardica es intensa, la isquemia causa
dolor visceral, exactamente es la misma forma que en otros tejidos,
supuestamente por la formacién de productos metabdlicos finales
acidos o productos de degeneraciéon tisular, como la bradicina y

enzimas proteoliticas (Murray y Alpert,. 1994).



2.3 Hipoxia.

Existen diversos tipos de hipoxia, la cual se podria definir como
la capacidad tisular inadecuada para el uso del oxigeno (Guyton,
1994). La causa clasica de la incapacidad de los tejidos para utilizar el
oxigeno es el envenenamiento por cianuros, situacién en la que la
accion de la citocromooxidasa se bloquea por completo, a tal grado
que los tejidos no pueden utilizar el oxigeno aunque este disponible en
abundancia. Otra causa de este tipo de hipoxia es la deficiencia de
enzimas oxidativas u otros elementos en el sistema oxidativo de los
tejidos.

Un ejemplo de ésto ocurre en el beriberi, en el cual, varios de los
pasos importantes para la utilizacion tisular del oxigeno y la formacion
de diéxido de carbono se ven comprometidos debido a la deficiencia
del pirofosfato. La hipoxia muy profunda puede causar muerte celular;
si es de grados menores tiene como consecuencias principales:

1) Depresion de la actividad mental que en ocasiones culmina
en el coma.
2) Disminucién del trabajo muscular.

El tratamiento con oxigeno es de gran valor en algunos tipos de
hipoxia, pero carece en otros. Los diferentes tipos de hipoxia son:
hipoxia atmosférica, hipoxia por hipo ventilacién, hipoxia por trastorno
en la difusion, hipoxia por anemia. En los diferentes tipos de hipoxia
por uso inadecuado de oxigeno, por parte de los tejidos, no hay
anormalidad en la captacién de oxigeno por los pulmones, ni en el
transporte a los tejidos, lo que ocurre es que, el sistema metabdlico de

los tejidos es incapaz de utilizar el oxigeno que se le suministra. Por lo



tanto es dudoso que el tratamiento con oxigeno ofrezca algun
beneficio (Guyton, 1994).

Algunas de las consecuencias de la hipoxia-isquemia son: Daios
neurofisiolégicos, retardo mental, paralisis cerebral, dificultad de
aprendizaje y epilepsias. En modelos con hipoxia-isquemia por lo
regular se trabaja con ratas de 7 dias postnatales, lo que es similar
histolégicamente, con fetos humanos con 32 o 34 semanas de
gestacion. A esta edad, los estratos corticales neuronales estan
completos, la matriz germinal esta envuelta y la materia blanca todavia
no experimenta mielinacion. También se ha observado que los
cerebros de rata de 12-13 dias equivaldrian al tiempo terminal de un
infante recién nacido humano.

En un dano provocado por el modelo de hipoxia-isquemia las
ratas inmaduras sobreviven 2-3 horas. El dafo esta restringido al
hemisferio cerebral ipsilateral; Por la oclusién de la arteria carétida. El
dafo puede ser observado en la corteza cerebral, subcortical y peri
ventricular, materia blanca, ganglios basales e hipocampo
(Bettendorff, 1991).

Investigaciones recientes muestran que una moderada
hipotermia disminuye el dafio cerebral, resultado de una hipoxia-
isquemia en ratas recién nacidas, aunque no esta determinada la
supresion del metabolismo oxidativo durante la hipoxia-isquemia este
es un mecanismo critico para la neuroproteccion por el uso de la
hipotermia (Vanucci et al., 1999).

Por otro lado, existen cambios histoquimicos originados por el
hierro después de la hipoxia-isquemia, es muy abundante e importante

para las enzimas que regulan la energia celular del metabolismo y
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juega un rol central en la formacién de mielina. La concentracion en el
cerebro es grande durante los periodos de crecimiento rapido en el
cerebro de ratas recién nacidas, mientras que en ratas adultas, el
depdsito excesivo del hierro en el cerebro implica una patogénesis que
desencadena la enfermedad de Alzheimer (Taylor y Morgan, 1994).

En condiciones normales, el hierro del cerebro es almacenado
dentro de proteinas, éstas son necesarias para salvaguardar el hierro,
ya que este puede provocar la peroxidacion de lipidos y catalizar el
dafo a diversas moléculas (Beard et al., 1993).

La respuesta del cerebro de un recién nacido es diferente a la de
un adulto en cuanto a la hipoxia-isquemia. Los niveles bajos del flujo
de sangre en el cerebro, producen infarto en el cerebro del adulto, lo
cual puede ser tolerado por los recién nacidos humanos sin un
aparente efecto. Es muy importante el rol que juega la energia en el
metabolismo ya que va a incrementar la tolerancia de los cerebros de
recién nacidos hacia la hipoxia-isquemia (Andrews y Bringas, 1993).

Experimentos en modelos de dafo cerebral de origen
hipoxicoisquémico en animales, demuestran que empieza durante la
hipoxia-isquemia, y empeora en el transcurso de la recuperacion.
Estudios recientes en animales recién nacidos senalan que el dafo
cerebral de origen hipoxicoisquémico, incluso infarto, puede reducirse
mediante intervenciones iniciadas después del fenémeno adverso
hipoxicoisquémico.

Suele llamarse lesién por reperfusién al dafio causado por el
regreso de la sangre oxigenada a tejido previamente isquémico. Es

caracteristico que la lesion por reperfusion incluya dafio de la



microvasculatura, y estd mediada en gran parte por radicales libres,
factores derivados de células endoteliales y neutréfilos (Guyton, 1994).

Los procesos parenquimatosos pueden ser muy complejos y
estar interrelacionados, comprenden dafio neuronal por aminoacidos
excitadores, acumulacion intracelular de calcio, generacién de
radicales libres, alteraciones de la sintesis de proteina, desequilibrio
de factores tréficos, microglia y apoptosis. Otros procesos
parenquimatosos clave que se prestan a intervencion terapéutica son
las demandas metabdlicas excesivas impuestas al tejido cerebral en
recuperacion, por crisis convulsivas, aminoacidos excitadores y
depresion en diseminacién. El incremento de las necesidades
metabodlicas debe correr parejas con un flujo aumentado.
Lamentablemente, la disfuncién micro vascular en la penumbra
isquémica suele no permitir que se satisfagan las demandas
metabdlicas y la desproporcién entre metabolismo y flujo sanguineo da
lugar a un infarto en evolucion (Kurose et al., 1994).

Muchos estudios en diversos modelos animales experimentales
demuestran que cuando se restituye la perfusion del encéfalo tras un
periodo de isquemia, sobreviene una hiperemia inicial, seguida de un
periodo de hiper perfusién (Ames et al., 1968).

La hipo perfusién post isquémica también se conoce, como
fenémeno de no-reflujo, cuya gravedad se incrementa con la duracién
e intensidad de la isquemia cerebral (Karlson et al., 1994).

Si bien muchos factores pueden contribuir al fenémeno de no-
reflujo, ya sea desde dentro o fuera del microvaso, también necesita
considerarse un mecanismo desencadenado por neuronas locales
(Palmer y Gerard,1989).
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Ahora bien, en lo que respecta a la participaciéon de los
neutrofilos en el dafo cerebral, estos se han observado en infartos
cerebrales desde hace 20 afios (Pozzilli et al., 1985).

Recientemente se ha apreciado su contribucion a la lesién
cerebral en reperfusion. Los neutréfilos pueden taponar y obstruir
fisicamente la microvasculatura, dafar de modo directo células
endoteliales, salir de los vasos, o infiltrar el parénquima cerebral y
lesionar neuronas y células de la neuroglia. Los neutréfilos interactian
con células endoteliales mediante moléculas de adherencia
especificas expresadas por ambas células. Se han revisado los
mecanismos moleculares de la adherencia entre neutréfilos y endotelio
(Lucchesi, 1994; Kurose et al., 1994).

A partir de esta nueva comprensién, han surgido muchas
estrategias antiinflamatorias potenciales para reducir el dafo cerebral
por reperfusién, que en potencia, son aplicables a estudios clinicos en
recién nacidos asfixiados. Las primeras pruebas de la participaciéon de
los neutréfilos en la isquemia cerebral temprana por reperfusion
proceden de un estudio en el que se informé la acumulacion de
granulocitos durante las primeras cuatro horas post isquemia cerebral
focal en perros. Los neutréfilos se acumularon en regiones cerebrales
de flujo bajo. Dicho estudio fue seguido al poco tiempo por un informe
que mostré taponamiento por leucocitos en el encéfalo de gatos
después de hipotension aguda. Dicho taponamiento ocurri6 en
ramificaciones capilares, y se acompafé de un patrén de flujo no
uniforme. Los neutréfilos contribuyen a la lesion cerebral de origen
isquémico en ratas recién nacidas, tiene importancia para recién

nacidos humanos. En estos Uultimos, los neutréfilos muestran
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caracteristicas funcionales diferentes; tienen cifras de activacion
adherencia, quimiotaxis y quimioluminiscencia menores que en
adultos. Los neutréfilos son células grandes (10 - 11 micras en seres
humanos), cuyo diametro excede el de los capilares. En consecuencia,
el transito a través de la red capilar exige deformacién. En el momento
de la activacion, los neutréfilos presentan propiedades visco elasticas
rigidas que limitan mas sus movimientos, lo cual causa retraso del
transito de eritrocitos y deterioro de flujo (Palmer y Gerard, 1989).

Dentro de las lesiones cerebrales esta el factor activador de
plaguetas (PAF), el cual durante estados patolégicos del sistema
nervioso, como traumatismo, apoplejia y convulsiones, sobreviene
produccién excesiva de PAF. En muchos estudios realizados en
animales con el uso de antagonistas de receptores de PAF altamente
especificos ocurre reversion o prevencion de consecuencias clave del
dano cerebral de origen isquémico. Esos estudios sefialan
participacion del PAF, como mediador importante de la fisiopatologia
de la lesion cerebral. Si bien ninguno de los estudios se efectu6 en
modelos de dafio de encéfalo inmaduro, la disponibilidad de
antagonistas del PAF puede constituir otro recurso de neuroproteccion
después de asfixia al nacer (Yue y Feurstein, 1994).

En el transcurso de lesiéon cerebral de origen isquémico, las
neuronas residentes, las células gliales y endoteliales, los neutréfilos y
plaquetas transportados por la sangre, producen PAF. Este ultimo se
sintetiza mediante mecanismos enzimaticos a partir de metabolitos
lipidos producidos en respuesta a la activacion de fosfolipasa A2
(PLA2). La isquemia cerebral activa a la PLA2 dependiente de Ca w2

que hidroliza fosfolipidos de membranas celulares. La reperfusion



proporciona el oxigeno necesario para el metabolismo adicional de los
acidos grasos libres liberados, como el &acido araquidénico en
prostanoides vasoactivos.

Los fosfolipidos de membrana proporcionan factor activador de
plaquetas con actividad litica (liso-PAF): el precursor del PAF activo.
De este modo, el metabolismo de los fosfolipidos de membrana
proporciona los precursores esenciales para la produccion tanto de
eicosanoides como de PAF durante isquemia-reperfusion. (Linsberg et
al 1991)

El PAF regula la liberacion de diversos mediadores inflamatorios,
entre ellos citocinas, tromboxanos, prostaglandinas y leucotrienos;
asimismo ejerce efectos citotoxicos en células neuronales, inhibe la
actividad de Na+, K+, ATPasa en el encéfalo de ratas y produce vaso
constriccion. Aumenta la permeabilidad vascular, la agregaciéon
plaquetaria y la activacion de neutréfilos. Como se senald, el PAF
tiene importancia en la mediacion de interacciones de adherencia
entre neutrofilos circulantes, plaquetas y el endotelio micro vascular,
asi como entre leucocitos y plaquetas. En un estudio clinico reciente‘
se confirmé incremento de la adherencia de plaquetas y leucocitos en
pacientes con isquemia cerebral. EI PAF no regula el flujo sanguineo
ni el indice metabdlico de oxigeno en encéfalos normales. Esta es una
noticia agradable para los médicos y sugiere que los antagonistas de
los receptores de PAF pueden tener un amplio margen de seguridad
(Catalan et al., 1994).

Durante el proceso de isquemia — reperfusion, se da la
generacion de radicales libres. Un radical libre es una molécula

quimica con uno o mas electrones no pareados en su Orbita mas



externa. Esto hace a la molécula inestable, dado que casi todas las
moléculas bioldgicas tienen sus electrones dispuestos en pares. Los
radicales libres donan (radical oxidante) electrones a oftras
biomoléculas, o los toman (radical reductor) de ellas, con el fin de
formar pares con sus electrones y generar una molécula mas estable.
De este modo‘, los radicales generan nuevos radicales y destruyen la
estructura quimica de sus moléculas blanco, incluso DNA, proteinas y
casi todos los lipidos de membrana. Puesto que el encéfalo muestra
un contenido particularmente alto de fosfolipidos poli insaturados, es
susceptible al ataque de radicales libres. El hierro libre y el 6xido
nitrico son colaboradores importantes en la lesion de origen oxidativo,
en vista de que transforman especies de oxigeno levemente reactivas,
en radicales libres mas daninos (Reilly et al., 1991).

Los radicales libres y las especies de oxigeno reactivas
(superoxido y peroxido de hidrégeno), se forman en el transcurso del
metabolismo normal, y causan dafo sélo cuando superan a las
defensas antioxidantes del encéfalo. Paradéjicamente, el oxigeno es la
base de casi todas las especies de radicales libres generados durante
reperfusion. Después de hipoxia — isquemia cerebrales se forman
radicales libres excesivos, y las defensas antioxidantes estan
disminuidas. Durante la reperfusion de un encéfalo previamente
isquémico, es posible que el metabolismo de los acidos grasos libres y
de las prostaglandinas dé por resultado volimenes en potencia
daninos de superoxido, peréxido de hidrogeno e incluso especies mas

reactivas como el radical hidroxilo (Yue y Feurstein, 1994).

26



3.0 JUSTIFICACION

La encefalopatia estd asociada con irritabilidad, nerviosismo,
letargo, decremento en movimientos espontaneos y ataques.
Aproximadamente 20 a 40% de los infantes desarrollan secuencias
neuroldgicas, particularmente en los neonatales los signos persisten a
lo largo de una semana. La hipoxia-isquemia cerebral da como
resultado un dafno desproporcionado en estructuras como el talamo,
corteza y materia blanca subcortical. Existen diversos metabolitos
anormales en la sangre identificados durante la hipoxia-isquemia,
muchos de esos metabolitos estan asociados con la encefalopatia.
Con el empleo del pirofosfato de tiamina se espera poder contrarrestar

este dano.



4.0 OBJETIVOS

1.- Determinar el efecto neuroprotector del pirofosfato de tiamina

(PPT) en la corteza cerebral isquémica de ratas recién nacidas.

2.- Establecer la ventana terapéutica del PPT en un modelo de

isquemia cerebral en ratas neonatales.

5.0 HIPOTESIS

La aplicacion del PPT tendra acciéon neuroprotectora mayor cuando se

suministra en tiempos mas cercanos al fenébmeno isquémico.



6.0 MATERIAL Y METODO.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 15 dias de
nacidas, obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Pediatria.
Fueron tratados 20 animales con una solucién de PPT, la cual fue
proporcionada por los Laboratorios Manuell S. A., en su presentacion
comercial Carzilasa, con una concentracion de 0.04 gramos de
cocarboxilasa por mililitro de vehiculo, los que correspondieron al
grupo experimental. Otros 20 animales correspondientes al grupo
control fueron inoculados Unicamente con el vehiculo (solucién
fisiolégica salina). Ambas soluciones tuvieron una clave para evitar
que se supiera el tratamiento de cada organismo, la que se conservo
hasta el final de la fase de analisis estadistico.

Cada tiempo experimentado estuvo integrado por 4 animales
tratados con PPT y 4 animales con solucion salina. EI PPT fue
administrado 5, 10, 20, 40, y 80 minutos después de iniciado el
proceso isquémico en una dosis de 130 mg/Kg de peso del animal,
contenida en 0.15ml de solucion salina por via intraperitoneal

Con lo que respecta al fenébmeno de isquemia, ésta se indujo
por oclusion de la arteria cerebral media. Los animales previamente
anestesiados con Quetamina y Rumpum en una concentracion de 35
mg/kg de peso en una proporcion de 1:1 en solucion salina, fueron
operados bajo el microscopio estereoscopico. Se realizé una incisién
de 5mm en la piel, entre la comisura externa del ojo derecho y el
I6bulo de la oreja del mismo lado. Se separaron los musculos del

craneo y se procedid a quitar las laminas de hueso de esa zona, hasta



que se observo con facilidad la duramadre y a trasluz la arteria
cerebral media. Posteriormente se ligd la arteria cerebral media con
un hilo de 10 ceros. Para la piel se suturd con hilo prolene 7 ceros.

La oclusién de la arteria carétida primitiva, se hizo con una
incisiéon de 1 cm en la piel a nivel de la linea media ventral del cuello,
se separaron los musculos de la zona adyacente a la traquea y se ligd
con hilo nylon de 10 ceros la arteria carétida primitiva del lado derecho
del animal. Hecho esto se suturé la piel con dos puntos utilizando un
hilo prolene 7 ceros.

Se sacrificaron los animales a las dos horas posteriores al inicio
del proceso isquémico por medio de decapitacién. Posteriormente se
obtuvo la masa encefdlica y se hicieron 2 cortes coronales
equidistantes en los hemisferios cerebrales y se fijaron en formalina al
10%, en buffer de fosfatos pH 7.2, 0.1 M.

Los blogues filados de cerebro se deshidrataron con
concentraciones crecientes de etanol y se aclararon con dos cambios
de xileno. Se embebieron en dos cambios de parafina grado
histoloégico a 56°C, 1 hora en cada cambio y se incluyeron en parafina

permitiendo su solidificacion a temperatura ambiente. Con la ayuda de

un micrétomo de rotacién se hicieron cortes histolégicos de 5 pm los

que fueron tomados cada 250 micras a partir del I6bulo frontal, a
través de todo el encéfalo, manteniendo su seriacion en portaobjetos.
Los cortes fueron desparafinados con xileno e hidratados con cambios
descendientes en etanol por 3 minutos cada uno, hasta mantenerlos
en agua destilada. Posteriormente fueron tefidos con una solucién

acuosa al 1% de violeta de cresilo. Se deshidrataron con
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concentraciones crecientes de etanol, se aclararon en xileno y
montaron con resina sintética.

Con la ayuda de una camara clara acoplada, a un microscopio y
con un objetivo de 2.5X se elaboraron esquemas de las zonas
isquémicas de penumbra y lesionadas. La zona de penumbra se
caracterizé por presentar necrosis con mayor afinidad por el violeta de
cresilo, en tanto que las zonas lesionadas tienen poca afinidad por el
colorante y perdida de la organizacién estructural del neuropilo. Con la
ayuda de un planimetro (marca Zero Setting) se midieron las zonas
afectadas, los valores fueron expresados en unidades planimétricas.

Para el analisis estadistico se utilizd la prueba de analisis de
varianza y prueba de Tukey para establecer las diferencias entre los

grupos estudiados.



7.0 RESULTADOS

7.1 Analisis Histolégico.-

La figura 4A, muestra una panoramica de un corte de cerebro de
rata (120x) la cual recibi6 el medicamento después de iniciada la
oclusion a 10 minutos postisquemicos. Observandose una pequena
zona de lesién, esta se demuestra por presentar una menor afinidad
por el colorante mientras que en el caso de la zona de penumbra se
observa una mayor afinidad.

A este tiempo se puede diferenciar que el grado de lesion es
menor en comparaciéon con la figura 4B, la cual es una muestra a la
que se le inocul6 el pirofosfato de tiamina a los 20 minutos
postisquemicos en donde también se muestra la panoramica de un
corte de cerebro de rata sometida a isquemia (120X), en esta
micrografia se pueden apreciar las zonas de lesion y de penumbra. La
primera se caracteriza por presentar neuronas danadas y neurépilo
desorganizado; la segunda, en la cual el dafio es menor se reconoce
por la mayor afinidad que tienen las neuronas por el colorante. Los
extremos del corte, tanto derecho como izquierdo a las zonas de
penumbra y lesiéon. Se aprecian areas en donde las neuronas no
presentan dafo alguno.

En la figura 4C, se observa una muestra a la cual se le inoculo el
pirofosfato de tiamina a los 40 minutos postisquemicos observandose
un grado de lesibn mucho mayor respecto a las anteriores figuras
presentadas, el grado de lesién es mayor respecto al area de

penumbra, como se puede observar el grado de lesion se va
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incrementando conforme aumenta también el tiempo de lesion
postisquémica. En la figura 4D, se observa una micrografica (480X), la
cual corresponde al encéfalo de los animales del grupo control. Las
neuronas se distinguen con bordes bien definidos, cromatina fina,
nucleolos evidentes, membrana nuclear bien definida, neurépilo
homogéneo, células gliales sin alteracion asi como también la
sustancia blanca.

Figura 4E de igual manera a los 40 minutos de inoculacion
postisquemicos en donde se encuentran neuronas con dafo lo mismo
que el parénquima el cual ya presenta alteraciones en su
conformacion, lo mismo sucede con los nlcleos, estas alteraciones
son mas que evidentes al contrastar con la figura 3D. En la figura 4F
(480X) es una micrografia observada a los 80 minutos de inoculacion
postisquemicos en donde podemos encontrar neuronas con un dano
mayecr, las que se reconocen por presentar un mayor grado de afinidad
por el colorante (picnosis), caracterizadas por el obscurecimiento del
nucleo y citoplasma, seguido por contraccion del pericarion hasta
llegar a la perdida de los limites nucleares y ruptura de la membrana
citoplasmatica. La luz de los vasos sanguineos aparecen mas grandes
y en general grandes huecos en el parénquima nervioso respecto a la
figura 4D.
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7.2 Analisis Estadistico.

La grafica 1, muestra los valores promedio de lesién por corte en
los grupos tratados a los 5, 10, 20, 40, 80 minutos post isquemia,
tanto para los animales control como para los experimentales, donde
se observa que a loa 5 minutos post isquemia existe una disminucion
de lesidon del 50% en el grupo experimental comparado con el control;
mientras que para los 10 minutos la disminucion fue del 43%; a los 20
minutos hay una reduccién de 71% en el grupo experimental
comparado con el control, como se muestra en la grafica 1.

En este tiempo se observa la mayor disminucion respecto a los
demas tiempos estudiados; para los 40 minutos la disminucion en el
grupo experimental es de 45% en relacion con el control, y a los 80
minutos la disminucién fue del 20% comparando el experimental con
el control. Este grupo es el que menor cambio tuvo respecto a los
demas tiempos estudiados.

En la grafica 2, se muestran los valores promedio de penumbra
en los grupos tratados a los 5, 10, 20, 40, 80 minutos post isquemia,
tanto para los animales control como los experimentales donde se
observa que a los 5 minutos hubo, un aumento en el grupo
experimental comparado con el control del 46%; mientras que a los 10
minutos no hubo diferencias significativas. Para los 20 hay una
disminucién del 20% del grupo experimental respecto al grupo control.
A poertir de este tiempo se observa, tanto los grupos control y
experimentales son similares, es decir no hay diferencias

estadisticamente significativas.
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Grafica 1. Efecto del PPT sobre areas lesionadas a diferentes tiempos de
inicio del tratamiento en cerebros con isquemia de rata lactantes. Se muestran por
un lado los grupos control (C), los cuales tienen Unicamente el vehiculo, mientras
que por el otro los grupos experimentales (E) los cuales fueron tratados con PPT.
Cada barra representa el promedio de 40 a 80 cortes histolégicos por grupo. Los
tiempos empleados fueron 5, 10, 20, 40 y 80 minutos postisquemia. Se puede
observar que hay diferencias significativas en todos los tiempos estudiados entre
los grupos control y su respectivo grupo experimental. Anova , Tukey,* p < 0.05
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Grafica 2 Efecto del PPT sobre las areas en penumbra a diferentes tiempos
de inicio del tratamiento cerebros con isquemia de rata lactantes e muestran por
un lado los grupos control (C) los cuales no tienen PPT, mientras que por el otro
los grupos experimentales (E) los cuales fueron tratados con PPT. Los tiempos
empleados fueron 5, 10, 20, 40 y 80 minutos postisquemia Para el tiempo 5 hubo
un promedio mayor en el grupo experimental comparado con el control. En el
tiempo 20 el grupo experimental fue significativamente menor que el control.
Anova, Tukey* p <0.05
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8.0 DISCUSION

Se determiné el grado de proteccion que pudo conferir el PPT a
partir de la disminucién de la zona lesionada, avalado por el analisis
de varianza y prueba de Tukey entre cada uno de los grupos. En el
analisis que se hizo a las areas lesionadas se puede observar que
hubo disminucion significativa en todos los tiempos estudiados entre
animales experimentales comparados con los control, viéndose la
mayor disminucién al los 20 minutos en donde se tuvo una diferencia
del 71%, mientras que en la penumbra a este mismo tiempo se
observé una disminucion entre el grupo experimental y control, lo cual
puede decir que dicho intervalo de tiempo podria ser el adecuado para
administrar el PPT.

No se tienen datos en la literatura que permitan contrastar los
resultados de este trabajo en relacion con el sistema nervioso central,
unicamente se sabe que se produce una deficiencia de tiamina en
ratas por tratamiento con piritiamina, un antagonista de tiamina.

El tratamiento con piritiamina dio como resultado signos
neuroloégicos anormales tales como ataxia y convulsiones. Las
actividades de las enzimas en los cerebros de animales pareados por
alimento fueron similares a los de los grupos control. (Elnageh y
Gaitonde, 1988)

Por otro lado, Rosanov y colaboradores, quienes administraron
PPT, lipoato, fosfopantotenato, nicotinato y flavinas demuestran
efectos antihipoxicos en un homogenado in vitro.

El PPT decrece en el lapso de 1 hora en tejido hepatico de ratas

sujetas a hipoxia. Lo que sugiere que la actividad de las enzimas que
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participan en el recambio de PPT se ven alteradas durante el proceso
de hipoxia por lo que podemos pensar que el suministro de PPT que
se hizo en tiempos cercanos posteriores a la isquemia tienen un
efecto que favorece la homeostasis de las neuronas.(Rosanov y Abu,
1990).

En el laboratorio de Neuromorfometria del INP se realizé un
experimento, en el que se aplico el PPT 24 horas y 1 hora antes de
iniciar el proceso de isquemia cerebral por oclusion de la arteria
cerebral media y de la carétida primitiva ipsilateral, en el que se
demostré que la molécula tiene propiedades neuroprotectoras,
reduciendo significativamente el area de lesion de los grupos tratados
con PPT al compararse con los grupos control 2, 3 y 4 horas después
de iniciado el proceso hipdxico isquémico por oclusiéon de la arteria
cerebral media. (datos no publicados)

Queda demostrado que al observar en nuestros resultados,
existe proteccién a la isquemia en los animales en los cuales se
empled el pirofosfato de tiamina. Los datos obtenidos en esta tesis
sefialan una clara concordancia con los arriba sefalados y la
diferencia se establece por que el experimento en el que se aplica
previamente el medicamento asegura en cierta forma la presencia
clara del PPT en el tejido nervioso al momento de iniciar la isquemia,
en tanto que para la aplicaciéon posterior del mecanismo después de
iniciada la isquemia, limita el acceso y biodisponibilidad del
medicamento, dependiendo de la circulacién sanguinea y del tejido
cefalorraquideo de areas cerebrales que no sufren isquemia y del
grado de permeabilidad y difusién desde esta zona hasta las areas de

isquemia, por lo que los tiempos largos y concentraciones bajas del
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farmaco se convierten en factores que modifican sustancialmente los
resultados positivos en |la neuroproteccién del area isquémica.

En un modelo con ratas desarrollado por Bettendorff (1994), se
vio que los niveles maximos de PPT se lograron 1 hora después de
haber sido inoculado el medicamento donde se alcanzaron los
mayores niveles en la fraccion citosélica del cerebro, lo que sugiere la
existencia de dos compartimentos para el PPT, la primera de cofactor
unida a las mitocondrias con un recambio bajo y la segunda en el
compartimiento citosélico con alto recambio como precursor del
trifosfato de tiamina. De ahi también se pudo observar que desde los
primeros minutos el pirofosfato de tiamina empieza a trabajar lo cual
confirma la rapidez con que este actua (Bettendorff, 1996).

En nuestros resultados se observa que no hubo ninguna
dificultad de que llegara el PPT a la zona isquémica esto se puede ver
en las diferencias que existen entre los grupos experimental y control
a los 5 minutos en la grafica 1. A los 5 minutos de la grafica 2,
correspondiente a las areas de penumbra, se observa que hubo un
aumento en el grupo experimental comparado con el control. Esto
puede ser explicado por que el PPT ya existente en las células se
inhiba por la ausencia de oxigeno y puesto que el PPT actua como
cofactor de diversas enzimas como son: transcetolasa, piruvato
deshidrogenasa y a cetoglutarato deshidrogenasa, importantes en el
metabolismo, mismas que si son inhibidas se detiene el metabolismo
en el nivel que ellas actuan, y con la ayuda del PPT que se esta
administrando tarden en restablecerse esas vias en el metabolismo.
En el caso del modelo que se empled al ocluir las arterias media e

ipsilateral y originar un area especifica de lesion se sabe que la
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hipoxia aparentemente inhibe simultdaneamente el proceso de
biosintesis y degradacién, ya que la produccion de ADP y ATP se
detiene, asi como también diversas rutas metabdlicas (Charles y
Peter, 2001). EI ADP y ATP y nucleétidos de pirimidina son
considerados como agentes reguladores de las enzimas participantes
en el recambio de PPT bajo hipoxia, sin embargo en nuestro modelo
se demuestra que el PPT que se utiliza le ayuda a las células puesto
que se encuentra en forma activa y esto se ve reflejado en los
resultados ya que se comprueba que si esta presente en la proteccion
de la corteza cerebral al disminuir las areas de lesion en los animales
experimentales comparados con los control.

Otro aspecto que también es importante mencionar es, que en
su papel como cofactor, va a conferirle a las células muchas ventajas
y una de ellas es el hecho de que inhibe la apoptosis, la cual en gran
medida es gracias a que la tiamina esta muy involucrada en el
mecanismo de activacion de genes y biosintesis de enzimas; mismas
que estan involucradas en la disminucion de este fenédmeno, en el
caso de ausencia de PPT, la apoptosis se iria iniciando en los nucleos
talamicos y conforme pasara el tiempo estaria aumentando, este dafio
ocurre en este tipo de circunstancias por la falta de oxigeno, ya que
como se menciono antes se inhibe el metabolismo. El PPT, puede en
su calidad de cofactor inactivar los genes involucrados en la muerte
celular, disminuyendo la mortandad de las neuronas, ayudando asi en
la proteccion al fenémeno de isquemia, pero no solamente puede
inhibir la apoptosis si no también puede combatir los radicales libres
que pueden estarse produciendo por el stress. Ya que como el PPT

esta involucrado en la produccion de varias enzimas dependiendo de
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las necesidades metabdlicas mismas que pueden estar deteniendo la
produccion de los radicales. Mismos que van a provocar una rapida
muerte celular. De ahi el rol tan importante que juega el PPT en la
energia del metabolismo ya que va incrementar la tolerancia de los

cerebros hacia la isquemia (Pohl et.al., 2004).



9.0 CONCLUSIONES
1.-De acuerdo a los datos obtenidos no se recomienda el
empleo del PPT posterior al inicio de la isquemia por aumento del

promedio de penumbra.

2.-Se confiere proteccion neuronal dependiendo del tiempo inicio

del tratamiento posterior a la instauracién del proceso isquémico.

3.-Se logra proteger significativamente de la isquemia aunque

los danos en tiempos de inoculacién mas tardios son irreversibles.

4.-El tiempo adecuado para que haya mayor proteccion se

observa a los 20 minutos post-isquemia.
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