L AUTG Ny,
@\NHSMD NAC d D ’W@
==Y % 3:,';,[_ o
», atsh B, >

005571

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“ANALISIS DE LOS EFECTOS NEUROPROTECTORES
DE LAPROGESTERONA'Y LA ALOPREGNANOLONA
SOBRE EL DANO DEL HIPOCAMPO RESULTANTE DE
UN EPISODIO DE ISQUEMIA-ANOXIA CEREBRAL
GLOBALAGUDA EN RATAS”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

P R E S E N T A:

PEDRO MONTES DEL CARMEN

DIRECTORA DE TES{% oA M%%ELA MORALI DE LA BRENA
G 5’“%'-
S
7 VRN

3

sy198°

|
5
i

12
eI
o

MEXICO, D.F. SO

. Ea OCTUBRE 2005
COQ@RDINACION

m ORE9672



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TN N T STy, o VY P
bl - - fEd s oo
PUSLR/ TLU

Ciencias Biologicas Autorizo 2 Ia Direcciér Ganerai de Blbliotecas de la
UNAM a difundir an formsto elecironico e impreso el
contenido de mi trabajo recepcional.

NOMBRE: De dvo Hom"(f
Aol (vl

FECHA: octobree AL 20073
FIRMA: e\ _
(.

J COORDINACION
UN/M: -

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en fa reunién ordinaria del Comité Academico del
Posgrado en Ciencias Biolégicas, celebrada el dia 6 de junio del 2005, se acordd poner a su consideracion el
siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia Experimental) del(a)
alumno(a) MONTES DEL CARMEN PEDRO con niimero de cuenta 91325857 con la tesis titulada: Anélisis
de los efectos neuroprotectores de la progesterona y la alopregnanolona sobre el dafo del hipocampo

resultante de un episodio de isquemia-anoxia cerebral global aguda en ratas, bajo la direccién del(a)
Dra. Gabriela Morali de la Brena.

Presidente: Dra. Ana Clorinda Arias Alvarez

Vocal: Dra. Ma. de Lourdes Massieu Trigo - .
Secretario: Dra. Gabriela Morali de la Brena
Suplente: Dr. Gabriel Gutiérrez Ospina

Suplente: Dr. Jose Miguel Cervantes Alfaro

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F. a, 22 de sepfiembre del 2005

c.c.p. Expediente del interesado

Edif. de Posgrado P.B. (Costado Sur de la Torre II de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 Meéxico, D.F.
Tel: 5623 0173 Fax: 5623 0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

A la Unidad de Investigaciéon Médica en Farmacologia del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, Coordinacién de Investigacién en Salud, IMSS, por las facilidades otorgadas para la
realizacién de la presente tesis.

Al Servicio de Cirugia Experimental y Bioterio del CMN Siglo XXI, IMSS, por las facilidades
otorgadas para el aprovisionamiento y mantenimiento de los animales de experimentacién, asi como
para la realizacion de los procedimientos quirlrgicos.

A la Dra. Rosa Maria Vigueras, Investigadora del Instituto Nacional de Pediatria (SSA) y ala
Dra. Sandra Orozco, Investigadora de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Neurolégicas del Centro Médico Nacional Siglo XXI, Coordinacion de Investigacién en Salud, IMSS,
por las facilidades brindadas para el procesamiento histologico de los cerebros; asi como a la Biol.
Exp. Lucia Hernandez Morales por el apoyo brindado en esta parte de la metodologia.

Al Instituto Mexicano del Seguro Social por el apoyo econdémico otorgado a los proyectos
nimero FP-2003/035 y FP-2003/451, a través de la Coordinacion de Investigacion en Salud, que
permitié la compra de algunos materiales empleados en la realizacién de esta tesis, asi como el apoyo
econdémico que como Becario de Investigacion recibi durante mis estudios de Maestria.

Al CONACYT por el apoyo econémico otorgado al proyecto niimero 31073-M, que permitio
la compra de algunos materiales utilizados, as{ como el pago correspondiente de la beca de tesis de
Maestria.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por el apoyo econémico complementario
otorgado durante mis estudios de Maestria.

Al comité tutoral conformado por la Dra. Gabriela Morali de la Brena, la Dra. Ma. de Lourdes
Massieu Trigo y el Dr. José Miguel Cervantes Alfaro.

De manera particular agradezco a la Dra. Gabriela Morali el apoyo brindado en las diferentes

etapas de esta tesis.



Esta tesis es ahora el punto de partida para conocer una parte del Universo que seguramente
me seguird maravillando por el resto de mi vida, el funcionamiento del cerebro. Ademas, simboliza la
culminacién de una meta intermedia en la que, afortunadamente, me acompafian muchas personas y

son a las que dedico este trabajo:

A mi madre “Nico” y a mi hermana Lucia por haber logrado poner en practica una forma de
y p

pensar en la que las circunstancias adversas no son un obstaculo, sino un reto por superar.

A Quille, Leticia, Mariano, Esperanza y Pavel por mantener un ambiente emocionalmente
estable que favorece una convivencia familiar sana. En particular a Hazel y Alejandro por recordarnos

lo divertido que es la vida.

A Rosa por estar conmigo y complementar reciprocamente nuestras vidas.

A mis amig@s de CU: Ivonne, Irma, Erik, Manuel, Héctor, Gabriela, Sarai, Itzél, Blas y
Mauricio. De AFG: Marcia, Leticia, Sergio, Fernando, Juan Jose, Rosario, Paulina y Angel. Del CMN:
Lucia, Elidia y Edith. Gracias a tod@s por compartir su tiempo para intercambiar ideas, viajar, jugar,

correr, etc.



INDICE

pag
TLRESUMEN Lottt ettt b et eb et b e st h ettt bbb r e e s e sas s s ]
2 AB S T RAC T . e 3
3. INTRODUCCION ..ooocomririeimmermeissessseeseesessssessseencessssss s sesssssssassss st sssssssssnsss s eesonnonnsans 5
DEFINICION DE ISQUEMIA CEREBRAL ......ooooovoeoeveeeeeeeeeeeeeeseviesssessssasssssssssssessssssssnsssns s S
Isquemia focal versus isquemia global ..o S
FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA ... e eae e ee e 7
Falla BNEIZELICA ..cvevieiiice ettt st st st et s st e e 9
Mecanismos EXCILOLOXICOS . ..uueuit ittt et et ee e e 9
Incremento intracelular de calcio y activacion de enzimas calcio-dependientes ................ 10
Formacién de radicales libres y estrés oxidativo .........ccooviiiiiiiiiii 11
Fendémenos proinﬂamatoribs ............................................................................ 14
Muerte neuronal por necrosis 0 Por APOPLOSIS.......veruiui ittt 15
Alteraciones hemodinamicas y vasculares luego de un episodio de isquemia..................... 18
ESTRUCTURAS CEREBRALES SELECTIVAMENTE VULNERABLES A LA ISQUEMIA ............. 20
ESTRUCTURA ANATOMICA Y FUNCION DEL HIPOCAMPO ......c.ovvviieaiaiiiiaaianiiiiieeecene 22
Conectividad sindptica del hipocampo..........c.cooiiiiiiiii e 24
ALTERACIONES FUNCIONALES ASOCIADAS AL DANO DEL HIPOCAMPO, DEBIDAS
A UN EPISODIO DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL .....c.coiiviiiiiiiiiiiiiiiie e 25
Pérdida Neuronal en el hipocampo y alteraciones del aprendizaje y de la memoria..................... 25
AGENTES NEUROPROTECTORES UTILIZADOS PAR4A CONTRARRESTAR LOS
MECANISMOS  FISIOPATOLOGICOS DE LA ISQUEMIA...........ccoiiiiiieeiieeeeae 30
Recomendaciones para la evaluacion de los posibles agentes neuroprotectores................... 32
UTILIZACION DE MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL PARA LOS
ESTUDIOS FXPERIMENTALES DE NEUROPROTECCION.........ccoeciieiaiee e 33

Modelos de isquemia cerebral global en diferentes especies...........ccooooiiiiiiiiin, 33



Modelo de isquemia global en ratas por oclusion de los cuatro vasos (4-VO)................. 35
4 ANTECEDENTES . e 36

Neuroproteccion mediada por la progesterona y la alopregnanolona.................oovviee. 4]
S.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL.......coooitiei e s s s 45
6. OBJETIVOS... .ot ettt et e et 45
T HIPOTESIS.....c.cocovveeveereumsaos s sssssssesesesssssssssssssasses s sssssssssss s 46
8. MATERIAL Y METODOS .......oouivvueeeeieeeeeeeeeeeeeeeesessisssssasesssssssssssssss st s sss s essseecssssessasessneses 47

MODELQO DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL AGUDA MEDIANTE LA OCLUSION

DE LOS CUATRO VASOS (4-VO).c.ncn ittt e, 48
EVALUACIONES CONDUCGTUALES. .....covvitiueeeteeireesstscteeeeesassssm et en sttt 49
Aprendizaje y memoria eSpaciales.......o.viieve e e 49
Memoria de referencia y memoria de trabajo............cocooeiiiiiii 50

EVALUACION DE LA POBLACION DE NEURONAS PIRAMIDALES DEL HIPOCAMPO........ 52

ANALISIS ESTADISTICO.........i ittt 53
9. RESULTADOS . ..ottt ettt r st st sh st st e s h e smees s s se s ee s sttt sas b 54
MORTALIDAD. ...ttt te ettt st et sr et a s e s a s san bt ae et naae e 54
EVALUACIONES FUNCIONALES.......coiuiiii it 54

Aprendizaje espacial.........o.oiiiiiiii i e 54

MeEMOTia €SPACIAl.. ...ttt 64

Memoria de referencia y de trabajo........c.cooiviiinii 68
POBLACION DE NEURONAS PIRAMIDALES EN EL HIPOCAMPO.............cc...ooeveeinennn. 70
10. DISCUSION.....c.cooomrceminmmesessssssesessesssss s essssssss st ssssssses s osass s sssssssssssssssssss s sesssssssesssesssnans 78
11, CONCLUSIONES . ... oottt sr e sa e sa et e ern e nn 88



1. RESUMEN

La reduccion del flujo sanguineo cerebral resultante de un episodio de isquemia cerebral
global da lugar a varios fendémenos fisiopatolégicos como la liberacion masiva de
neurotransmisores excitadores, la acumulacién intracelular de Na’, CI' y Ca”™, dafio
mitocondrial, produccién de radicales libres, inhibicidn de la sintesis proteica, acidosis
intracelular, activacién de enzimas liticas, mecanismos de apoptosis y alteraciones en la
reparacion del ADN.

Estos fenémenos pueden llevar al dafio celular irreversible, especialmente de aquellos
grupos neuronales selectivamente vulnerables como las neuronas piramidales del hipocampo y
con ello a la alteracion de las funciones que ahi se integran, como el aprendizaje y la memoria.
Diversos farmacos han sido utilizados con la finalidad de reducir la magnitud del dafio
provocado por la isquemia global: antagonistas de los canales de calcio, compuestos que
incrementan la neurotransmision GABAérgica o que reducen la neurotransmisién excitadora,
agentes antioxidantes y compuestos antiapoptéticos, entre otros.

En particular, la progesterona {P4) y su metabolito activo la alopregnanolona (THP),
entre sus mecanismos de accién celular, incrementan la actividad GABAérgica, contrarrestan la
neurotransmision excitadora, tienen acciones antioxidantes, disminuyen la expresion de genes
apoptoticos, favorecen la expresion de genes antiapoptéticos y promueven fendmenos
relacionados con los mecanismos de recuperacion plastica. En este laboratorio se ha demostrado
previamente el efecto neuroprotector de la progesterona en modelos de isquemia global en gatas
y en ratas. Otros autores, en otros modelos de dafio cerebral como la isquemia focal, el dafio por
crisis convulsivas y el dafio traumatico, también han demostrado el efecto neuroprotector de P4.
El posible efecto neuroprotector del metabolito activo (THP) no habia sido evaluado en
isquemia global ni focal. Ademas, a diferencia de los estudios mencionados, en este trabajo las
evaluaciones se realizaron a largo plazo y se analiz6 tanto la neuroproteccién morfolégica como
funcional del hipocampo, aspectos que son actualmente requisitos para la validacion de

farmacos neuroprotectores con uso potencial en la clinica.



El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto neuroprotector a largo plazo de la
progesterona y de la THP, en ratas macho sometidas a isquemia global por el modelo de
“oclusion de los 4 vasos” (cauterizacidn permanente de las arterias vertebrales y oclusion de las
cardtidas comunes) por 20 minutos y tratadas con vehiculo (Veh), P4 (8mg/Kg iv) o THP
(8mg/Kg ip) a los 15min, 2, 6, 24, 48 y 72h post-isquemia. Se evaluaron algunos parametros del
aprendizaje y de la memoria espacial como indicadores de la funcién del hipocampo (en el
laberinto acuético de Morris) y de la memoria de referencia y de trabajo (en el laberinto radial
de Olton), ademas de la poblacién de neuronas piramidales en el cuerno de Ammon del
hipocampo, tres meses después del episodio de isquemia.

Los animales sometidos a isquemia y tratados con Veh presentaron una alta mortalidad
(77%) y alteraciones en el aprendizaje espacial (mayores latencias de escape, mayores
distancias recorridas y mayor tigmotaxis) y en la memoria espacial (mayores latencias y menor
numero de pases por el sitio de la plataforma en la prueba de transferencia), asi como mayor
numero de errores de memoria de trabajo, en relacién al grupo sham. Tanto el tratamiento con
P4 como con THP redujo significativamente (p<0.05) la mortalidad (42 y 50% respectivamente)
con respecto al grupo Veh y redujo las alteraciones funcionales en forma significativa,
especialmente en las pruebas de aprendizaje espacial realizadas en el laberinto acuatico de
Morris.

La isquemia global provocé una reduccion similar y significativa de la poblacion de
neuronas piramidales de los campos CAl, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo en las ratas de los
grupos tratados con Veh (27, 37, 52 y 36%), P4 (21, 32, 59 y 35%) o THP (4, 15, 41 y 41%) en
comparacion con la poblacién del grupo Sham tomada como 100%.

La mejor ejecucion en las pruebas de aprendizaje y memoria de las ratas tratadas con P4
o THP, pese a la pérdida severa de neuronas piramidales en el hipocampo, sugiere que estos
tratamientos fueron capaces de interferir con algunos de los mecanismos de dafio que impiden a
largo plazo la expresion adecuada de estas funciones en las que participa el hipocampo; o bien,
promovieron la recuperacioén plastica de los circuitos neuronales afectados y demuestra su

efecto neuroprotector parcial.



2. ABSTRACT

Reduction of cerebral blood flow resulting from an episode of global cerebral ischemia
causes a series of pathophysiological phenomena including massive release of excitatory
neurotransmitters, intracellular Na', CI" and Ca™ accumulation, mitochondrial damage,
production of free radicals, inhibition of protein sybthesis, intracellular acidosis, activation of
lytic enzymes, apoptotic mechanisms, and impairment of DNA repair.

These phenomena may lead to itreversible cell damage, in particular of those neuronal
groups being selectively vulnerable, as the pyramidal neurons of the hippocampus and thus to
impairment of the functions integrated in that structure, such as learning and memory. Diverse
drugs have been evaluated with the aim to reduce the magnitude of the damage resulting from
global ischemia: calcium channel antagonists, compounds increasing the GABAergic
neurotransmission or decreasing the excitatory neurotransmission, antioxidant agents, and
antiapoptotic compounds, and others.

In particular, progesterone (P4) and its active metabolite allopreganolone (THP), among
their mechanisms of cellular action, they increase the GaBAergic activity, decrease the
excitatory neurotransmission, have antioxidant effects, reduce the expression of proapoptotic
genes, and increase that of antapoptotic genes, and favor the expression of phenomena related to
plastic recovery. In this laboratory, the neuroprotective effect of progesterone in models of
cerebral global ischemia in cats and rats has been previously shown. Diverse autors, using
others models of cerebral damage such as focal ischemia, convulsive seizures, and traumatic
damage, have also demonstrated the neuroprotective effect of P4. The possible neuroprotective
effect of the active metabolite (THP) has not been evaluated neither in global nor focal
ischemia. In addition, differing from the previous reports, long-term evaluations were done in
the present study, and morphological as well as functional hippocampal neuroprotection was
analized, aspects that at present are requisites for validating neuroprotective compounds with
potential clinical use.

The aim of the present study was to analize the long-term neuroprotective effect of

progesterone and that of THP, in male rats submitted to global ischemia by the four vessels



occlusion model (permanent cauterization of the vertebral arteries and transient occlusion of the
common carotid arteries) during 20 minutes and treated with vehicle (Veh), P4 (8mg/Kg iv), or
THP (8mg/Kg ip) 15min, 2, 6, 24, 48 y 72h after ischemia. Three months after ischemia, some
parameters of spatial learning and memory (by using the Morris water maze), and of the
reference and working memory (by using the Olton radial maze), as well as the pyramidal
neuron population of the cornus Ammoni were evaluated as indexes of both functional and
morphological integrity of the hippocampus.

Ischemic animals treated with Veh showed a high mortality (77%) as well as
impairments of the spatial learning (longer escape latencies and swimming distances, and more
thigmotaxis) and spatial memory (longer latencies and fewer crossing through the former
platform location in the trial probe), and more working memory errors as compared to the Sham
group. Tretment with either P4 or THP significatively reduced (p<0.05) the mortality (42 and
50% respectively) in relation to the Veh group, and significatively reduced the functional
impairments, specially those of spatial learning as evidenced in the Morris water maze.

Global cerebral ischemia resulted in a similar and significant loss of pyramidal neurons
in the CAl, CA2, CA3 y CA4 fields of the hippocampus of the Veh- (27, 37, 52 and 36%), P4-
(21, 32, 59 and 35%) or THP- (4, 15, 41 and 41%) treated rats as compared to the Sham group
neuronal population taken as 100%.

The similar performance of P4- or THP- treated rats in learning and memory tests as
that of the Sham group, in spite of the severe loss of hippocampal pyramidal neurons, suggests
either that these treatments were able to interfere with some mechanisms of damage preventing
the long-term adequate expression of these hippocampal functions; or they promoted the plastic
recovery of the affected neuronal circuits.

Results demonstrate the partial neuroprotective effects of progesterone and

allopregnanolone against the damage resulting from global cerebral ischemia.



3. INTRODUCCION

DEFINICION DE ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia cerebral es una alteracién cerebrovascular que se origina por la reduccién
det flujo sanguineo cerebral por abajo de 10 ml/min/100 g de tejido y con ello, ta interrupcién
del aporte de oxigeno y glucosa al cerebro. Aun cuando la isquemia cerebral ocurra de manera
transitoria, su permanencia durante varios minutos, puede causar dafio irreversible a diversos
grupos neuvronales de regiones cerebrales especificas, cuya magnitud variard de acuerdo a la
vulnerabilidad selectiva de estos grupos neuronales, a la severidad y a la duracién de ia
isquemia. En estas condiciones, Ja severidad del dafio puede ser modificada mediante
procedimientos farmacolégicos o no farmacoldgicos eficaces contra los mecanismos celulares
del dafic neuronal (Nakano y cols, 1990; Cottrell, 1995; Sies)d y cols, 1995; Roine, 1997;
Sarraf-Yazdi, 1999; Gwag vy cols, 2002). Actualmente, los desdrdenes cerebrovasculares (tanto
focales como globales) constituyen uno de Jos problemas mas importantes de la Neurologia y
son causa de invalidez y/o muerte de un gran nimero de individuos en muchos paises del
mundo.

Isquemia global versus isquemia focal

La supresién o la reduccién del aporte sanguineo cerebral puede limitarse a una parte
del cerebro (isquemia focal) o afectar a este 6rgano en su totalidad (isquemia global) (Fig. 1).
En los seres humanos, la isquemia focal ocurre por la oclusion, durante periodos prolongados,
de una arteria distante al circulo de Willis, de modo que en este tipo de isquemia se localiza una
zona central restringida llamada nficleo, carente de irrigacion sanguinea, en la que el dafio
neuronal es muy severo y una zona periférica mas extensa denominada penumbra isquémica,
donde persiste un minimo de irrigacién sanguinea a través de flujo sangufneo colateral. En esta
zona de penumbra los tejidos cerebrales presentan diferentes grados de hipoperfusién y por lo
tanto, de daiio neuronal (Sarraf-Yazdi, 1999). Dependiendo de fa duracién de la isquemia focal,
se denomina accidente isquémico transitorio si éste revierte antes de las 24 horas o infarto

cerebral si la duracién de este episodio es superior a las 24 horas (Diez-Tejedor y cols, 2001).



FIGURA 1. Representacién esquemética de las zonas afectadas por una isquemia global vs isquemia
focal. A) En la isquemia global todo el cerebro se halla en hipoperfusion sanguinea. B) En la isquemia
focal s6lo el drea especifica del territorio de la arieria afectada se halla sin flujo.

La isquemia cerebral global aguda compatible con la sobrevida debe ser necesariamente
transitoria y la reduccién del flujo sanguineo puede ser completa o incompleta (hipoperfusion
severa). Por ello, la isquemia cerebral global transitoria y Ja reperfusion subsecuente, como
sucede cuando a un individuo se le reanima de un paro cardiaco, son clinicamente muy
importantes, en tanto gue la isquemia global permanente es sinénimo de muerte (Roine, 1997).
Existen otros desérdenes que pueden dar lugar a isquemia cerebral global tales como Ja
hipotensién arterial severa, la estrangulacién y el ahogamiento, o a una falta de oxigenacion
cerebral como la hipoxia y el envenenamiento con cianuro o con monéxido de carbono (Roine,
1997). En un episodio de isquemia global todo el cerebro se encuentra expuesto a Ja supresioén o
reduccién del flujo sanguineo y, por lo tanto, a los mecanismos fisiopatolégicos de dafio. Sin
embargo existen estructuras cerebrales particularmente vulnerables a la isquemia: a) las
neuronas piramidales del cuerno de Ammon (CA) en el hipocampo, en particular las regiones
CAl y CA4, b) las neuronas piramidales de las capas 3 y 5 de la corieza cerebral, c) las
peuronas espinosas de pequefio y mediano tamafio del ntcleo caudado y del putamen y d) las
células de Purkinje del cerebelo (Wieloch, 1983; Roine, 1997). A su vez, el dafio de estas
estructuras se manifiesta como alteraciones neurolégicas, alteraciones conductuales,
deficiencias de) aprendizaje y la memoria, etc., en los individuos que han sufrido un episodio de

isquemia cerebral global aguda severo (Roine, 1997; Block, 1999; O’Reilly, 2003). Existen



varios modelos de isquemia cerebral global en animales de experimentacidn (Bleyaert y cols,
1978; Pulsinelli y Brierley, 197%; Gonzilez-Vidal y cols, 1998) que han permitido abordar
experimentalmente diversos aspectos relacionados con la fisiopatologia de Ja isquemia, los
mecanismos de dafio neuronal y las consecuencias sobre las distintas funcjones integradas por

las estructuras cerebrales m4s vulnerables.

FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA

El cerebro es un érgano complejo cuya integridad funcional y morfoldgica no es
compatible con un evento isquémico, debido a sus reservas limitadas de glucosa y a su alto
requerimiento de este compuesto para el aporte de energia necesaria para mantener sus
funciones y su metabolismo (Wagner y Lanier, 1994). En el caso del cerebro humano por
ejemplo, aunque el cerebro representa sélo el 2% de la masa corporal, emplea aproximadamente
el 20% del oxigeno suministrado al cuerpo y requiere cerca del }5% de flujo sanguineo respecto
al total del gasto cardiaco, para mantener los gradientes iénicos de aproximadamente 100
billones de neuronas (Nestter y cols, 2001).

La fisiopatologia de la isquemia incluye fenédmenos tempranos, algunos de ellos
coexisten y pueden dar lugar a su vez a fendmenos subsecuentes tardios, por una activacién en
secuencia o en cascada (Sarraf-Yazdi, 1999; Gwag y cols, 2002). Los mecanismos de dafio
pueden ser analizados en diversos niveles de organizacion cerebral (sistémico,
celular/molecular, etc). Entre los mecanismos celulares/moleculares inmediatos desencadenados
por la isquemia estdn la falta de energia, la despolarizacién anéxica, la liberacién masiva de
neurotransmisores excitadores como el glutamato, la apertura de canales iénicos que perturban
la homeostasis celular, y la acidosis intracelular resultante de la produccién de acido lactico por
el metabolismo anaerobio de las neuronas ante la falta de oxigeno (Fig. 2). Como consecuencia
de lo anterior ocurre un incremento en la concentracién de calcio intracelular y con etlo la
activacién de lipasas y numerosas proteasas como las caspasas, calpainas y endonucleasas.
Fenémenos subsecuentes comprenden la produccién de especies reactivas de oxigeno y de

pitrogeno, la inhibicion de la sintesis proteica, acidosis intracelular, despolarizaciones



espontineas repetitivas, mecanismos inflamatorios y alteraciones en la reparacion del ADN
(Hara y cols, 1993; Sies)8, 1995; Samraf-Yazdi, 1999; Gwag y cols, 2002). Algunos de estos
fenémenos son transitorios en tanto que otros pueden persistir tiempos mas prolongados. Los
mecanismos de dafio molecular ocasionan, a su vez, alteraciones neuronales como el edema
celular citotdxico, la disfuncion mitocondrial, el dafio a los microtibulos que conforman el
citoesqueleto y alteraciones estructurales de los cromosomas (Lipton, 1999; Gwag y cols, 2002).
Tanto los mecanismos moleculares como las alteraciones celulares ocasionan, cuando el

episodio de isquemia es severo, muerte neuronal por necrosis y/o por apoptosis.
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FIGURA 2. Curso temporal de los principales fendmenos fisiopatolégicos desencadenados por la
isquemia cerebral, que pueden llevar a la muerte neuronal. Modificada a partir de ladecola y cols, (1999)

Los mecanismos fisiopatolégicos de dafio que se manifiestan de inmediato dan origen a
la muerte neuronal temprana (necrosis) que ocwre en las primeras 5 horas post-isquemia
mientras que los que se hacen evidentes al cabo de horas o dias posteriores a la isquemia
participan en la muerte neuronal por maduracién (de 5 a 24 horas post-isquemia) y en la muerte
neuronal retardada (de | a 7 dfas post-isquemia), principalmente por apoptosis (Pulsinelli y cols,
1982; Susuki y cols, 1985; Kogure y cols, 1988; Murakami y cols, 1997; Lipton 1999; Gwag y
cols, 2002). Las células gliales, en particular los astrocitos 1ambién pueden darfarse por la
isquemia; pero resisten perfodos de isquemia considerablemente mas prolongados que las
neuronas (Lipton, 1999). El funcionamiento de las células endoteliales, principalmente de la

microvasculatura, también es afectada y contribuye a la presentacion de fenémenos



hemodindmicos  (hiperemia-hipoperfusién y no-reflujo). Las alteraciones de las células
endoteliales que conforman la barrera hematoencéfalica ocasionan cambios en la permeabilidad
de ésta (Lipton, 1999).

A la par de los mecanismos fisiopatolégicos de dafio neuronal que se desencadenan
durante y después de la isquemia, se activan mecanismos tempranos que inducen la expresién
de genes que codifican para la sintesis de protelnas involucradas en la posible sobrevivencia de
tas neuronas (proteinas antiapoptdticas, proteinas que conforman receptores para factores
neurotréficos y proteinas de choque térmico) (Lipton, 1999; Leker y Shohami, 2002) y
mecanismos plasticos tardios que favorecen la recuperacion funcional de los animales
sometidos a isquemia como Ja neurogénesis (Kokaia y Lindvall, 2003) y la modificacién de los
circuitos sindpticos neuronales de las regiones afectadas (Johansson y Belichenko, 2002).

Falla energética

La consecuencia inicial de la falta de energia originada por la interrupcién del
suministro de oxigeno y glucosa al cerebro, es el ingreso de cationes al interior de las células
nerviosas con la consiguiente despolarizacién membranal (despolarizacién anéxica) debida a la
supresion de los diversos mecanismos dependientes de energia, como intercambiadores de iones
a través de la membrana (Hansen y Lundbaek, 1989; Wagner y Lanier, 1994; Hara y cols,
1993). Asl, en situaciones de isquemia ingresan sodio y calcio en forma masiva al interior de la
célula, a través de canales dependientes de voltaje. Adicionalmente, el ingreso masivo de sodio
atrae cloro al interior de la neurona con lo que aumenta la osmolaridad y se origina la entrada de
agua (edema celular), la distensién o hinchamiento celular y eventualmente la ruptura de la
membrana celular (Mitani y cols, 1994).

Mecanismos excitotéxicos

El neurotransmisor glutamato medija la transmisién sindptica excitadora a través de la
activacion de receptores ionotropicos sensibles a NMDA (N-metil-D-aspartato), a AMPA (4cido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico) o a kainato. En condiciones fisiolégicas, esta
neurotransmisién excitadora es un componente fundamental del funcionamiento de circuitos y

redes neuronales que intervienen en la integracién y la regulacion de diversas funciones
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cerebrales, como es el caso del procesamiento de informacién en el aprendizaje. Sin embargo, la
activacién anormal, excesiva y sostenida de los receptores de glutamato puede ocasionar muerte
neuronal. A este fendmeno se le conoce como neurotoxicidad por glutamato o excitotoxicidad
(Olney, 1969)

La despolarizacién anéxica provoca la liberacion de neurotansmisores incluyendo a los
aminoacidos excijtadores glutamato y aspartato por un mecanismo dependiente de calcio o a
través del funcionamiento inverso de sus transportadores (Hansen y Lundbaek, 1989; Haddad y
Jiang, 1993; Mitani y cols, 1994). Estos neurotransmisores actiian sobre receptores especificos
de alta afinidad como los receptores ionotrépicos NMDA y AMPA/kainato, asi como sobre los
receptores metabotrépicos (mGIuR). La interaccién de los aminoacidos excitadores con los
receptores NMDA provoca principalmente el ingreso de Ca™, aunque también son permeables a
Na’ y K*. Los receptores NMDA inicialmente también son activados durante la falla energética
debido a que la despolarizacién membranal ocasiona que el ion Mg se desprenda y por lo
tanto, el receptor se desbloquea y permite la entrada de Ca®*, La interaccién con los receptores
AMPA resulta en un ingreso masivo de Na' y K', a través de canales iénicos asociados a €stos
receptores. El influjo de Ca* masivo a través de los receptores NMDA ocasiona la acumulacién
excesiva de este ion en el interior celular y el rapido desencadenamiento de los mecanismos de
daito calcio-dependientes. En condiciones de isquemia, el influjo de Na' a través de los
receptores NMDA y AMPA contribuye adicionalmente al hinchamiento neuronal que a su vez
puede iniciar la ruptura de membranas y la muerte de Ja neurona por necrosis (Gwag y cols,
2002).

Incremento intracelular de calcio y activacién de enzimas calcio-dependientes

En condiciones normales coexisten mecanismos que ocasionan un incremento de Ca®
intracelular (necesario para el funcionamiento neuronal) con mecanismos de regulacién de la
concentracién de calcio intracefular que mantienen ésta dentro de lfmites normales. Los
mecanismos que contribuyen al incremento del Ca®" intracelular incluyen: 1) la entrada a través
de canales de calcio operados por voltaje o a través de canales operados por receptor (NMDA,

AMPA, etc.), 2) la liberacién del jon a parlir de organelos intracelulares como el reticulo



endopldsmico a través de la estimulacion de los receptores al [P; y de la mitocondria a través del
intercambiador Na'/Ca®’. A la par, los mecanismos que contribuyen a la disminucién de la
concentracién de Ca”™ intracelular son: A) la extrusién del Ca’™ a través del intercambiador
Na'/Ca®" o de la Ca**-ATPasa o que se encuentran en la membrana plasmitica, B) la interaccién
del Ca®" con Jas proteinas a las cuales activa, y C) el secuestro de Ca®* al interior del reticulo
endoplasmico a través de la Ca’-ATPasa o al interior mitocondrial por un mecanismo
electroforético (uniporter).

Luego de un episodio de isquemia, la excesiva acumulacién de Ca® intracelular se debe
principalmente a la activacién de los receptores NMDA; no obstante, la faila energética
ocasiona también la liberacién del Ca®" de los organelos intracelulares (mitocondria y reticulo
endopldsmico) (Gwag y cols, 2002) y provoca la alteracién tanto de la extrusion como del
secuestro de Ca’" debido a fa dependencia de ATP de ambos mecanismos. La elevacién
prolongada de Ca’ intracelular a concentraciones de 10”M o mayores puede desencadenar
varios fenémenos de dafio al activar diversas enzimas: fosfolipasa A2 (PLA2) que hidroliza a
los fosfolipidos que forman parte de la membrana celular incrementando la cantidad de 4cidos
grasos libres como el 4cido araquidodnico, proteasas como las calpainas y de manera indirecta a
las caspasas (activadas luego de la disfuncién mitocondrial) que destruyen proteinas
estructurales y funcionales, la sintasa del 6xido nitrico con lo que se imician algunos
mecanismos de dafio por radicales libres de oxigeno al ocurrir la reperfusidn, y endonucleasas
que dafian las caderas de los dcidos nucleicos, fendmenos que en su mayoria determinan la
muerte celular por necrosis (Siesjd, 1995; Sarraf-Yazdi, 1999). Adicionalmente, se induce la
expresion de genes especificos que dan lugar a la sintesis de proteinas que pueden actuar como
factores de transcripcidn para la sintesis de RNA’s y proteinas aparentemente relacionadas con
procesos de reparacion o bien con fenémenos de muerte neuronal tardia o de apoptosis (Samf—
Yazdi, 1999).

Formacion de radicales libres y estrés oxidativo.

Tanto durante el episodio de isquemia cerebral como en la reperfusién se pierde la

homeostasis en cuanto al balance entre agentes pro-oxidantes y antioxidantes. La mayor



concentracion de pro-oxidantes que de antioxidantes ocasiona que se desencadenen mecanismos
de daflo por estrés oxidativo que, a su vez, ocasionan lipoperoxidacién membranal, oxidacién
del ADN y de proteinas, alteracidn del metabolismo oxidativo mitocondrial, desbalance iénico y
actividad enzimatica descontrolada (Chan, 1996; Leker y Shohami, 2002).

La activacién de enzimas debida a la acumulacién de Ca® intracelular como las
fosfolipasas, la sintasa del oxido nitrico y la xantina oxidasa, ademas de la pérdida del potencial
mitocondrial, ocasiona que se activen varios de los mecanismos de produccién de especies
reactivas tanto de oxigeno como de nitrégeno (Figura 3).

El exceso de Ca** en el interior de la mitocondria ocasiona que se interrumpa la cadena
de transporte de electrones y el colapso del potencial de membrana mitocondrial (disfuncion
mitocondrial); de manera que, los electrones libres acumulados en la mitocondria reaccionan
con el oxfgeno (O;) y causan la produccién dej anién superdxido (O7). La xantina oxidasa,
activada por calpafnas, cataliza la oxidacién de xantina e hipoxantina hacia 4cido drico; esta
reaccién también tiene como resultado la produccién del radical superéxido (Mattson y
Culmsee, 2001). En condiciones normales este radical es neutralizado al ser transformado a
peréxido de hidrégeno por ia superdxido dismutasa (MnSOD) y subsecuentemente a agua en
una reaccién catalizada por la glutatién peroxidasa. Debido a que un episodio de jsquemia
ocasiona un desajuste en fos sistemas de eliminacidn de pro-oxidantes, el radical superéxido se
constituye como un agente altamente oxidante ademas de participar en la produccidn de otras
moléculas oxidantes. E] peréxido de hidrégeno generado a partir del radical super6xido, a través
de la reaccién de Fenton (H,0,+Fe®"), produce el radical hidroxilo (OH-); el hierro (Fe®) es
liberado de protefnas luego de un episodio de isquemia global (Kondo y cols, 1995). El
superdxido también puede reaccionar con el 6xido nitrico (NO) generdndose asi un agente
oxidante mas, el peroxinitrito (ONNQO) (Piantadosi y Zhang, 1996; Mattson y Culmsee, 2001);
este radical de nitrégeno puede producir otros agentes oxidantes como el radical hidroxilo y el
dioxido de nitrégeno (NQO,). Ademas del hierro, otro metal que participa en la generacién de
agentes oxidantes es ¢l zinc (Zn®"); este metal de transicién es almacenado en las vesiculas

presinapticas de neuronas glutamatérgicas, es liberado con ¢l glutamato de manera dependiente



de Ja actividad y se ha descrito que se transloca en neuronas en proceso de muerte después de un
episodio de isquemia (Koh y cols, 1996; Gwag y cols, 2002). La acumulacién de zinc en el
interior neuronal participa en la produccién de especies reactivas de oxigeno posiblemente a
través de la activacién de la ciclooxigenasa (Sensi y cols, 1999). Una de las enzimas activadas
por la acumulacidn de calcio en el interior celular es la fosfolipasa A, (PLA;); la accion de esta
enzima en los fosfolipidos de la membrana celular tiene como resultado la liberacién de acido
araquidénico el cual al ser convertido a eicosanoides por ciclooxigenasas o ltpooxigenasas, es

también una fuente de produccién del radical superéxido (Gwag y cols, 2002).
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FIGURA 3. Produccidn de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno durante el perzodo de isquemia y
durante la reperfusién. Tomada de Gwag y cols, (2002)

En roedores sometidos a isquemia global o a isquemia focal, se han observado niveles
de dafio oxidativo significativo en proteinas, lipidos y ADN de las poblaciones neuronales
selectivamente vulnerables a la isquemia (Chan, 1996; Hayashi y cols, 1999). El dafio
inmediato a estas biomoléculas sugeriria que la acumulacién de especies reactivas de oxigeno
s6lo participa en la muerte neuronal por necrosis; no obstante, existen evidencias de que estas
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno participan en Ja muerte neuronal por apoptosis
(Kruman y cols, 1997; Gwag y cols, 2002). Uno de los principales mecanismos de daito que

ocwrren por estrés oxidativo es la lipoperoxidacién de la membrana plasmaética; en este



proceso de dafio se encuentra involucrada, como resultado de dicha lipoperoxidaci6n, la
produccién de un aldebido téxico llamado 4-hidroxinonenal. Este compuesto se une de
manera covalente al intercambiador iénico Na'/K'-ATPasa, al transportador de glucosa y al
transportador de glutamato; como consecuencia altera la funcidn de estas proteinas
membranales. Ademas, se le ha relacionado con la activacién de muerte neuropal por
apoptosis (Kruman y cols, 1997; Mattson y Culmsee, 2001).

Fenémenos proinflamatorios

No obstante que la mayor parte de la informacién sobre los fenémenos inflamatorios se
ha obtenido de estudios hechos en modelos de isquemia focal, existen evidencias de que estos
fenémenos son también importantes luego de un episodio de isquemia global. Se ha demostrado
que el factor nuclear kB (NF-kB) es activado por un periodo de isquemia global y que actia
como factor de transcripcidn induciendo la expresion de gemes que codifican moléculas de
adhesidn celular, receptores de superficie celular y citocinas inflamatorias (Clemens y cols,
1997). El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-¢) y la interleucina 18 (IL-1p) incrementan su
expresidén 72 horas después del episodio de isquemia global (Clemens y cols, 1997). Estas
citocinas inflamatorias tienen capacidades quimiotactiles para los leucocitos Jo que facilita a su
vez el paso de dichos leucacitos a través de la barrera hematoencéfalica. Se ha observado
acumulacién de leucocitos 3 horas después de la isquemia global (Lipton, 1999). La presencia
excesiva de estas células inflamatorias puede ocasionar por una parte la oclusion de la
microvasculatura local después de la reperfusion (Bramlett y Dietrich, 2004) y, por otra parte,
puede desencadenar mecanismos de dafio neuronal como la activacion de la NADH oxidasa con
la subsecuente produccion de radicales libres, la produccién de acido hipocloroso que provoca
dafio membranal y la activacién de proteasas (Matsuo y cols, 1995).

Por otra parte, se ha reportado que existe una proliferacién de microglia en las regiones
dafladas un dia después de un periodo de isquemia global (Jorgensen y cols, 1993). Se ha
descrito que la microglia activada puede destruir microorganismos invasores, remover restos
celulares y promover la reparacion tisular a través de la secrecién de factores de crecimiento

(Kreutzberg, 1996). Sin embargo, el hecho de que la microglia contribuya a la produccién de
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NOS ¢ interleucina | (IL-1), indica que estas células pueden ser impornantes también en los
mecanismos de dafio neuronal (Lipton, 1999).

Muerte neuronal por necrosis y por apoptosis

La magnitud de los mecanismos fisiopatolégicos de dafio inducidos por la isquemia, asi
como la interaccion de varios de ellos, pueden provocar en las horas siguientes al episodio
isquémico, muerte neuronal por necrosis. La necrosis es una forma de muerte neuronal
incontrolada y no regulada. Este tipo de muerte se caracteriza morfolégicamente por: )
hinchamiento celular y de los organelos; 2) disrupcién subsecuente de los organelos nucleares y
de la membrana plasmatica; 3) desintegracién de la estructura nuclear y de los organelos
citoplasmicos; y 4) desintegracién y extrusién del contenido celular hacia el espacio extracelular
(Wang, 2002). Este ultimo fendmeno tiene como consecuencia que la muerte de una célula
afecte a células vecinas debido a la liberacién de enzimas |iticas como las proteasas lisosomales.
Biequimicamente, la muerte neuronal por necrosis se caracteriza por la accidon al azar de
proteasas y endonucleasas que rompen el ADN en multiples fragmentos irregulares, hecho que
se manifiesta como un patrén en mancha al realizar la electroforesis sobre gel de agarosa del

ADN aislado (Buja y cols, 1993).

Por su parte, con ¢l término de apoptosis se distingue una forma de muerte celular
caracterizada morfol 6gicamente por la condensacién temprana y extrema de la cromatina y por
consiguiente la formacién de cuerpos apoptéticos, bioquimicamente por el efecto de
endonucleasas que produce una fragmentacidn internucleosomal del ADN que se manifiesta
como un patrén en bandas multiples de 180-200 pares de bases en téenicas de electroforesis
sobre gel de agarosa (Buja y cols, 1993; Wang, 2002)

La muerte neuronal por apoptosis es dependiente de energia, por lo que es un proceso
que se desencadena después de la isquemia, durante la reperfusién. En la activacién de este
mecanismo de muerte neuronal estin involucrados varios de los eventos fisiopatoldgicos
desencadenados por la isquemia como el incremento de Ca®* intracelular y la subsiguiente

excitotoxicidad por el glutamato, la disfuncién del reticulo endoplasmico y de la mitocondria, el



incremento de estrés oxidativo, el dafo al ADN, la alteracidén en la expresién de genes pro- y
antiapoptéticos, y la activacion de proteasas de cisteina {(caspasas) y endonucleasas que guian a
la degradacién final del genoma (Schaller y Graf, 2004).

La expresion de genes ante un episodio de isquemia comienza con la expresion de los
genes de respuesta inmediata, entre los que destacan c-jun, relacionado con la supervivencia de
las neuronas de CAl, y ¢-fos, relacionado con su degeneracion (Jorgensen y cols,1989; Barone
y cols, 1998), conjuntamente con la familia bax relacionada con la muerte por apoptosis. Las
proteinas resultantes de esa expresién, c-fos o c-jun, forman un heterodimero lJamado AP-1, que
constituye un factor de transcripcion capaz de unirse al ADN nuclear e inducir la transcripcién
de determvinados genes y de unirse también a otras proteinas (An y cols, 1993). AP-] se ha
relacionado con mecanismos de resistencia a la isquemia (Kapinya y cols, 2000). Por su parte,
los protooncogenes bcl-2 y bax que se han relacionado con fendmenos antiapoptéticos
(Kitagawa y cols, 1998) y proapoptéticos (Chen y cols, 1996) respectivamente, se expresan en
las regiones vulnerables del hipocampo. Otro ejemplo es la expresién génica de las llamadas
proteinas de estrés, entre Jas que destaca la proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70), la
cual se traduce a partir del ARN mensajero en las regiones que sobreviven a la isquemia, pero
no en las regiones que degeneran (Hata y cols, 1998).

En la apoptosis participan seflales intra y extracetulares (Fig. 4). Las senales
intracelulares que desencadenan la apoptosis son generadas como consecuencia de la disfuncién
mitocondrial, en cambio, las sefiales extracelulares involucran la activacién de una superfamilia
de receptores membranales que activan dominios de muerte; ambas vias reclutan a proteasas de
cisteina que se caracterizan por romper proteinas en los sitios donde hay residuos de acido
aspartico (caspasas). Ademds de la caspasas, las proteinas Bel-2 (anti-apoptética) y Bax (pro-
apoptética) tienen un papel fundamental en la regulacién de los mecanismos de apoptosis
(Hockenberry y cols, 1990; Oltvai y cols, 1993). En el mecanismo intracelular, e} estimulo
apoptdtico ocasiona la translocacién de la proteina Bax a la membrana externa mitocondrial,
forma un dimero con Bcl-2 lo que provoca la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria hacia

el citosol. El citocromo ¢ forma un complejo llamado apoptosoma al interaccionar con el factor
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activador de proteasas apoptéticas |, APAF-1 (Rami, 2003). El apoptosoma activa a la caspasa
9, esta caspasa injciadora desencadena ta activacioén de caspasas efectoras como la 3,6y 7. En
el mecanismo extracelutar, la activacién de receptores de muerte como el factor de necrosis
tumoral aR-1 (TNF-aR-1) o Fas origina el reclutamiento de proteinas adaptadoras que contienen
dominios de muerte como es el caso de FADD (Proteina asociada a Fas con dominio de
muerte); FADD puede activar a las caspasas 8 o 10 y de manera semejante a la caspasa 9, estas
activan a la caspasa 3 (Wang, 2002). Los substratos celulares de las caspasas efectoras activadas
incluyen proteinas del citoesqueleto, enzimas de transduccién de sefiales, protefnas del cjclo

celujar y diversos substratos nucleares.

Isquemia Global
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FIGURA 4. Mecanismos apoptéticos asociados a un episodio de isquemia cerebral global.

En resumen, la cascada de activacion de caspasas parece ser esencial para muchos
cambios morfoldgicos y bioquimicos que ocurren durante la apoptosis. Sin embargo, se
requieren niveles suficientes de ATP para la activacién de estas caspasas. El destino de Jas
c€lulas hacia necrosis o apoptosis puede depender de la intensidad de la sefial de muerte, del
nivel de expresién de las moléculas de senalizacidn, y/o del balance entre las sefiales necréticas
y apoptéticas. Por lo tanto la capacidad de la mitocondria para recuperar los almacenes de
energia después de un estimulo de muerte puede determinar si las neuronas mueren por

apoptosis o por necrosis (Rami, 2003).
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Los estudios ultraestructurales han provisto informacién de que el principal tipo de
muerte que ocurre Juego de isquemia global es de tipo necrético. Por ejemplo, Colbourne y cols.
(1999) demostraron que las neuronas que mueren tardiamente en la regién CA1 del hipocampo
presentan morfologia necrética y no apoptética como es la caracteristica para la muerte tardia.
En contraste a las conclusiones de Jos estudios ultraestructurales, existe evidencia (genética y
farmacolégica) de que el principal tipo de muerte en la isquemia global, es de tipo apoptdtico
(MacManus y Linaik, 1997). Por otra parte, se ha descrito que la morfologia de las células
muertas después de un episodio de isquemia global no es la tipica de apoptosis y que el aspecto
de dichas células difiere de la necrosis o apoptosis clasicas (Ferrer y cols, 1994). Hasta la fecha
todavia existe contraversia del tipo de muerte (necrosis o apoptosis) que se origina por los
mecanismos bioquimicos y molecutares de dafio desencadenados por la isquernia global

.Alteraciones hemodinamicas y vasculares luego de un episodio de isquemia.

Al concluir e} periodo de isquemia se presentan alteraciones vasculares que originan
cambios en el flujo sanguineo cerebral. La hiperemia es una fase breve de aumento del flujo
sanguineo que se presenta al eliminarse el blogueo vascular, Esta es seguida por un largo
periodo de hipoperfusién post-isquemia y un fenémeno de no-reflujo que pueden ocurrir ain
cuando se hayan restaurado las condiciones adecuadas para la reperfusién y oxigenacion
cerebral (Fig. 5). La hipoperfusién resulta de una depresién metabdlica cerebral que ocurre
después de la isquemia y que se acompafia de falta de reactividad vascular para llevar a) cabo
los ajustes vasomotores compensatorios, asi como de una obstrucciéon microvascular. El
fenémeno de no-reflujo se refiere a la reperfusién incompleta del tejido cerebral al terminar el
periodo de isquemia. Este fendmeno se debe a varios factores: aumento de la viscosidad de la
sangre, compresion microcirculatoria por el edema perivascular de las células gliales, formacién
de microvellosidades endoteliales, incremento de la presién intracraneal, hipotensién arterial
post-isquemia y coagulopatia vascular diseminada. El fenémeno de no-reflujo incrementa su
duracién al prolongarse el periodo de isquemia (Hossman, 1990; Davies y Hagen, 1993).

El edema cerebral tiene importantes implicaciones clinicas cuyas consecuencias

dependen de la magnitud y extensién del fenémeno. Las secuejas mds importantes del edema



ocurren debido a la restringida capacidad de expansién que impone el créneo, lo cual da
roargenes limitados ante los cambios en el volumen intracraneal. A medida que la presién
aumenta, hay compresién y rompimiento de los vasos, lo que genera una isquermia adicional y
mayor muerte neuronal. En casos extrernos el desplazamiento caudal del cerebro y con ello la
compresion del tallo cerebﬁl lleva a la muerte por paro cardiorrespiratorio (Rosenberg, 1999).
Bajo ofras condiciones que son acompadadas de edemna, se ha reportado que un incremento por
arriba del 5% del volumen cerebral ocasiona un alto grado de morbilidad y mortalidad

(Tratchman, 1992).
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FIGURA 5. Fenémenos hemodindmicos asociados a un periodo de isquemia. Tomado de Jadecola (1999).

De manera inmediata al inicio de un episodio de isquemia, el individuo puede perder
Ja conciencia. En los primeros segundos después de haberse iniciado el episodio de isquemia se
observa la dilatacién de la pupila, la pérdida del reflejo corneal y los registros
electroencefalogréficos llegan a ser isoeléctricos dentro de los pruneros 40 segundos (Lipton,
1999). La pérdida de la conciencia se manifiesta directamente por la reduccidn de los valores de
flujo sanguineo por debajo del 10% de lo normal durante el episodio de isquemia. Sin embargo,
no hay simultaneidad en la recuperacién de la conciencia con la recuperacién de la irrigacién.
Una vez que el episodio termina e inicia la recirculacién sanguinea, se manifiestan los
fenébmenos antes mencionados que se deben a disturbjos hemodindmicos del sistema: el
fenémeno de hiperemia-hipoperfusién y el fenémeno de no-reflujo (Todd y cols, 1986; Lipton,

1999). Como consecuencia de estas alteraciones hemodinamicas, pero fundamentaimente por la
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pessistencia de las alteraciones celulares funcionales que impiden la recuperacién de la
excitabilidad neuronal en las diferentes estructuras cerebrales, se prolonga la pérdida de la

conciencia por periodos que guardan relacién con la severidad del episodio de isquemia.

ESTRUCTURAS CEREBRALES SELECTIVAMENTE VULNERABLES A LA ISQUEMIA

Con periodos de isquemia de diferente duracién, queda de manifiesto la distinta vulnerabilidad
de grupos celulares ubicados en estructuras cerebrales especificas. Algunas de ellas presentan
dafio neuronal irreversible con sélo 5 minutos de isquemia, en cambio se requieren periodos
mucho més largos para producir dafio neuronal irreversible en las estructuras menos vulnerables
(Wieloch, 1985; Kogure y cols, 1988).

Entre las neuronas mds vulnerables a la isquemnia cerebral se encuentran las neuronas
piramidales del Cuerno de Ammon del hipocampo (CA), en particular tas regiones CAl y CA4,
las neuronas espinosas de tamafio mediano de la porcién dorso lateral del cuerpo estriado, las
neuronas de la pars reficulata de la substancia nigra, las neuronas piramidales de las capas Ul y
V de la corteza cerebral y las células de Purkinje del cerebelo (Wieloch, 1985; Roing, 1997), en
tanto que las neuronas de los diferentes nucleos del hipotdlamo y de la formacién reticular
mesencefalica son menos vulnerables a la isquemia. En el hipocampo de la rata se ha observado
una mayor vulnerabilidad en e) hipocampo dorsal que en el ventral y diferencias en ¢l sentido
anteroposterior (Pulsinelli, 1985). Por otra parte, las neuronas grarulares del giro dentado asi
como las neuronas piramidales de Ja regién CA3, son mas resistentes que las de CAl y CA4.

En el estudio de las estructuras selectivamente vulnerables a la isquemia se ha
encontrado que ademés de la activacién de mecanismos de dafio, se activan mecanismos
enddgenos de proteccién neuronal. De manera general, se ha observado que los mecanismos
protectores se activan principalmente en las células menos vulnerables a Ja isquemia y no son
activados en las células més vulnerables (Lipton, 1999).

En particular, se ha propuesto que la vulnerabilidad selectiva de las diferentes

estructuras cerebrales estd relacionada con la abundante inervacidn exciladora que reciben las
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neuronas, con la abundancia de metales de transicién (Fe y Zn) y con la expresion diferencial de
genes pro- o anti-apoptdticos asl como con Ja produccidn o no, de factores de transcripeidn y
receptores a factores neurotréficos que promueven la sobrevivencia neuronal.

En efecto, en estas regiones vulnerables se ha descrito Ja presencia de una mayor
cantidad de receptores NMDA, AMPA/kainato y quiscualato con respecto a las zonas de menor
vulnerabilidad (Wieloch, 1985; Wang y cols, 2002) y se ha observado que después de un
episodio de isquemia global, la cinasa dependiente de ciclina 5 (CdkS) aumenta en la regidn
CA1 del hipocampo; esta cinasa fosforila la subunidad 2A de los receptores NMDA
ocasionando un incremento en la actividad del receptor (Wang y cols, 2003) y por lo tanto le
confiere una mayor vulnerabilidad a dicha regién.

En cuanto a la expresidén de genes y presencia de proteinas, AP-1, producto de la
expresidn de los genes c-jun y ¢-fos, se encuentra de manera transitoria en CAl antes de su
degeneracién, y en forma permanente cuando no degenera, asi como en regiones resistentes a la
isquemia (Kapinya y cols, 2000). Por su parte, el protooncogen bcl-2 que se ha relacionado con
la proteccién de 1a muerte por apoptosis se expresa en CAl cuando sobrevive (Kitagawa y cols,
1998), en tanto que la expresion del gen proapoptédtico bax se incrementa luego de isquemia
global en las regiones vulnerables del hipocampo (Chen y cols, 1996), asi como la caspasa 3
(Chen y cols, 1998). Otro ejemplo es la expresidn génica de las Jlamadas proteinas de estrés,
entre las que destaca la proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70); el ARN mensajero de
esta molécula permanece sin traducirse en tas regiones que degeneran y se traduce a proteina en
las regiones que sobreviven (Hata y cols, 1998).

La isquemia global transitoria de 2 a 10 minutos en la rata es seguida de una induccién
del ARNm de BDNF en el giro dentado a las 2 horas, y de un aumento de Ja expresidn de la
proteina BDNF en ese sitio a las 6 horas y en la regién CA3 del hipocampo una semana mas
tarde; mientras que la expresion de BDNF se reduce en la corteza cerebral y en la regién CAl
del hipocampo (Kokaia y cols, 1996). Estos datos indican una reduccién en la expresién de
BDNF en las regiones que pueden sufrir muerte celular por jsquemia y un aumento en la

expresiéon de BDNF en las regiones que sobreviven a un accidente isquémico. Los mecanismos
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que regulan este efecto protector probablemente se relacionan con la interaccion de BDNF con
su receptor especifico tirosin cinasa B (TrkB); de hecho, se ha mostrado en gerbos que ante un
episodio de isquemia global las neuronas que colocalizan BDNF y TrkB en la regién CAl del
hipocampo son las que sobreviven. Esto sugiere un sistema autocrino BDNF/TrkB de
supervivencia neuronal en este modelo (Ferrer y cols, 1997).

De esta manera, la posible supervivencia de las neuronas vulnerables a la isquemia
depende entre otras cosas, de que se logren sintetizar allf las proteinas de los genes de respuesta
inmediata, los factores de transcripcién, los mecanismos antioxidantes, las proteinas
antiapoptdticas y Jos factores neurotrdficos que promueven la sobrevivencia neuronal.

Las estructuras cerebrales mas vulnerables a la isquemia son en general estructuras con
una citoarquitectura compleja, como el hipocampo, la corteza cerebral y la cerebelosa. El daflo
al hipocampo, en particular, da como resultado alteraciones de funciones cognoscitivas que son
integradas ahi, como el aprendizaje y la memoria espaciales y la memoria de trabajo. El dafio
neuronal y las alteraciones de estas funciones cognoscitivas representan algunos de los aspectos
de mayor interés en la actualidad en Jos estudios relacionados con isquemia cerebraj y

neuroproteccion.

ESTRUCTURA ANATOMICA Y FUNCION DEL HIPOCAMPO

La formacién hipocampica forma parte del arquipalio que corresponde a ta corteza
filogenéticamente mas primitiva. La formacién del hipocampo comprende el hipocampo
propiamente dicho (cuerno de Ammon), el giro dentado y el subiculo; sin embargo, el cuerno de
Ammon y el giro dentado suelen denominarse como hipocampo (Teyler y Discenna, 1984;
Kandel y cols, 2001). Las formaciones hipocampicas de ambos hemisferios se relacionan por
medio de fibras que pasan por la ldmina terminal y forman parte de la comisura anterior; se
establecen conexiones interhemisféricas masivas a través de esta comisura anterior y
especialmente por el cuerpo calloso que constituye la comisura neopalial mas importante (L6pez

Antinez, 2000). La formacidn hipocdmpica se encuentra situada en el piso y pared medial de la
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prolongacién temporal de] ventriculo lateral. En los roedores, el hipocampo se distribuye dorso-
ventralmente en un eje denominado septo-temporal. En ambos extremos, consiste en un
“enrollamiento” de si mismo en e] que se distinguen 2 regiones: el cuerno de Ammon y el giro
dentado. De acuverdo a caracteristicas arquitectdnicas y de conectividad, Lorente de N6
subdividié el cuerno de Ammon en 4 regiones: CAl, CA2, CA3 y CA4 (Lépez-Antinez, 2000)
(Fig. 6). La estructura del hipocampo se dispone en capas o estratos de manera que, en las
regiones CAl a CA3 se encuentran filas de neuronas piramidales glutamatérgicas (estrato
piramida)) cuyas dendritas basales se Jocalizan en una zona llamada estrato oriens; a su vez, las
dendritas apicales de estas neuronas se ramifican en el estrato radiado. Enseguida de esta capa
se halla el estrato mas profundo llamado lacunoso-molecular; en este estrato se encuentran
ramificaciones terminales de las dendritas apicales de las neuronas piramidales. Las neuronas
piramidales de las regiones CAl a CA3 difieren en cuanto a su morfologfa y a sus patrones de
conectividad y distribucién sindptica, de manera que las neuronas de CA2 tienen el soma mas
grande que las de CAl; a su vez, el soma de las neuronas de CA3 es mas grande que las de
CAl y CA2. Estas neuronas de CA3, por su arborizacién dendritica, se clasifican en neuronas
de tallo corto y de tallo largo. En la zona dendritica del estrato radiado mas proximal al soma de
estas neuronas se encuentran una variedad de espinas dendriticas llamadas excrecencias
espinosas; estas excrecencias son mas abundantes en las neuronas de tallo corto. En las 3
regiones descritas se han jdentificado interneuronas denominadas células “en canasta” entre el
estrato piramidal y el estrato oriens; por otra parte, en la interfase de) estrato oriens y el alveus
se localiza ofro grupo de interneuronas denominadas “oriens-alveus”; un tercer grupo de
interneuronas llamadas “lacunoso-moleculares”, se localiza en ¢l borde de los estratos radiado y
lacunoso-molecular. Los tres grupos celulares muestran inmunoreactividad positiva a GABA
{Teyler y Discenna, 1984).

El giro dentado o fascia dentada también presenta una estructura laminar; esta formado
por un estrato curveado de células granulares que utilizan glutamato como neuvrotransmisor y se
dividen topograficamente en dos bordes: el borde suprapiramidal y el borde infrapiramidal; a la

regién intermedia que separa ambos bordes se le denomina cresta y a la regién entre ambos



bordes se le denomina regién hilar. Las dendritas de dichas células granulares se hallan en la
siguiente capa que conforma el giro dentado, la capa motecular. En la regién hilar se hatlan
neuronas piramidales polimérficas que se dispersan en el interior del giso dentado a partir del
4rea terminal de CA3. Estas neuronas también ejercen neurotransmisién glutamatérgica (Kandel
y cols, 2001). Debido a que son células que estin contiguas a las neuronas piramidales de la
regién CA3 del hipocampo, se les conoce como neuronas piramidales polimérficas de [a regién
CA4 del mismo; no obstante, por estar dentro del giro dentado suele denominérseles como
células del hilus dentado. En esta tesis se referitAin como células de la region CA4 del
hipocampo.

Conectividad sinéptica del hipocampo

Los principales circuitos que conforman la red sinaptica del hipocampo son los
siguientes: la via perforante, predominantemente glutamatérgica (aunque también se ha
observado la presencia escasa de fibras GABAérgicas) y que constituye el medio de entrada de
informacién al hipocampo procedente de la corteza entornnal; fa via de las fibras musgosas,
constituida por los axones de las células granulares del giro dentado que envian informacién
glutamatérgica a las neuronas piramidales de CA3; la via de las colaterales de Schaffer,
proyecciones axénicas excitadoras (glutamatérgicas) de las neuronas piramidales de CA3 hacia
las neuronas de CAl; conexjones comisurales;, conexiones recurrentes enire las neuronas
piramidales de CA1 y entre las neuronas piramidales de CA3 y finalmente; el circuito inhibidor

(GABAérgico).

Las conexijones al interior del hipocampo conforman un circuito cerrado de 3 sinapsis
(circuito trisindptico). La primera estd formada por las fibras que provienen de la corteza
emorrinal, estas fibras constituyen la via perforante y hacen sinapsis con las células granulares
del giro dentado. Estas células, a su vez, proyectan sus axones (via de las fibras musgosas) a la
region CA3 y hacen sinapsis con neuronas piramidales y con interneuronas. Las neuronas
piramidales de CA3 proyectan sus axones (via de las colaterales de Schaffer) a las neuronas

pirarnidales de la region CAl; finalmente, las células de CAl proyectan nuevamente a Ja corteza



25

entorrinal y cierran el circuito trisindptico (Fig 6). Las 3 sinapsis que conforman este circuito

utilizan glutamato como neurotransmisor (Kandel y cols, 2001).

Vfa perforantc

Regién -
septal

FIGURA 6. Estructura anatdmica y circufto trisindptico del hipocampo de la rata.

El bipocampo recibe informacidén procedente de varias regiones cerebrales. Recibe
fibras colinérgicas de la region septal, aferencias noradrenérgicas del locus coeruleus,
informacién serotoninérgica del niicleo del rafé medial y una via histaminérgica proveniente de

la regién supramamilar (Teyler y Discenna, 1984; Kandel y cols, 2001).

ALTERACIONES FUNCIONALES ASOCIADAS AL DANO DEL HIPOCAMPO,
DEBIDAS A UN EPISODIO DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL

Pérdida Neuronal en el hipocampo y alteraciones del aprendizaje y de la memoria.

El hipocampo ha sido implicado en el aprendizaje y la memoria de muchos mamiferos.
Entre los primeros datos al respecto se encuentran Jas observaciones clinicas en pacientes que
sufren una amnesia anterégrada severa luego del dafio traumatico o de la reseccién quirirgica
del [6bulo temporal (como revisién, ver Kandel, 200)). No es obvio que su funcidn sea
exactamente la misma en todas las especies, pero las similitudes que existen hacen posible que

los estudios en roedores y primates por ejemplo, aporten informacion para comprender la
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naturaleza de la memoria humana. En diversos estudios en ratas se ha observado que las
lesiones en el hipocampo o en la regién parahipocampica, provocan deficiencias en tareas que
incluyen un componente espacial considelrable, como el aprendizaje de laberintos. Morris y cols.
(1982), demostraron que la lesién al hipocampo ocasiona alteraciones del aprendizaje y de la
memoria espaciales en ratas, que se manifiestan como un aumento en e] tiempo requerido para
encontrar la plataforma oculta en el laberinto acuatico disefiado por los mismos autores
(laberinto acudtico de Morris) en comparacién con ratas no lesionadas, y una incapacidad para
recordar en la prueba de transferencia realizada luego de varios dias de aprendizaje, el sitio en el
que se encontraba esta plataforma, cuando ésta se remueve del laberinto. Este aumento en la
latencia de escape esta dado por un aumento en la distancia recorrida para llegar a la plataforma,
guidndose de claves visuales En el laberinto radial de 8 brazos disefado por Olton y Samuelson
(1976), se demostré que estas Jesiones también provocaban alteraciones de la memoria de
trabajo (consistentes en no recordar qué brazos del laberinto ya habian sido visitados) y de la
memoria de referencia (no recordar qué sitios debe visitar en el laberinto, para recibir alimento
COmo recompensa).

El dafio neuronal al hipocampo, ocasionado por un periodo de isquemia global en ratas,
también se asocia con alteraciones del aprendizaje y de la memoria tanto en ¢l laberinto acuético
de Morris como en el laberinto radial de Olton (Block, 1999). Alteraciones funcionales
similares han sido reportadas en primates, incluyendo al humano, luego de un episodio de
isquemia global con dafio al hipocampo (Zola-Morgan y cols, 1986).

En las ratas, un periodo de isquemia global ocasiona alteraciones de la memoria de
trabajo y de la memoria de referencia en et laberinto radial de Olton (Davis y cols, 1986; Kiyota
y cols, 1991; Hartman y cols, 2005). Sin embargo, después de més de 65 ensayos (uno por dia)
ya no hay diferencias en el caso de la memoria de referencia, entre el grupo sham y el sometido
a isquemija, en tanto que la memoria de trabajo permanece alterada (Volpe y cols, 1984; Davis y
cols, 1986; Kiyota y cols, 1991). Por otra parte, cuando los animales son sometidos a una serie
de ensayos antes del periodo de isquemia, se reducen las alteraciones tanto de la memoria de

trabajo como de la memoria de referencia en las evatuaciones post-isquemia (Volpe y cols,
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1989; Gionet y cols, 1991), lo que indica que una vez consolidado e} aprendizaje durante el
preentrenamiento, los animales presentan una ejecucién adecuada pese al dafio del hipocampo
por la isquemia. Hay evidencias de que la informacién adquirida durante el preentrenamiento se
consolida en la corteza cerebral como memoria a largo plazo (Redish y Tourestzky, 1998).

En general, los animales sometidos a isquemia global tienen latencias de escape mas
largas que los animales sham en el laberinto de Morris (Nunn y cols, 1994; Olsen y cols, 1994;
Hartman y cols, 2005) y presentan dificultades para recordar, en la prueba de transferencia, el
sitio que ocupaba la plataforma (Nelson y cols, 1997; Block y Schwarz, 1998). Sin embargo, en
otros estudios no se observan alteraciones del aprendizaje espacial después de la isquemia
(Kiyota y cols, 1991; Block, 1999). La magnitud de las alteraciones del aprendizaje y de la
memoria se ha correlacionado con la despoblacién de la regién CAl del hipocampo que ocurre
como resultado de la isquemia. Algunos autores han demostrado esta correlacién (Auer y cols,
1989; Volpe y cols, 1992); otros han encontrado una correlacién inconsistente (Olsen y cols,
1994; Hodges y cols, 1997) y algunos m4s, no han encontrado correlacién alguna (Gionet y
cols, 1991). Algunas de las razones por las que existen discrepancias entre los diferentes
estudios son por un lado, la diferente duracién del periodo de isquemia global y por otro tado, el
tiempo post-isquemia en el cual los diferentes grupos realizan las evaluaciones histologicas y
funcjonales.

De hecho, entre los diferentes autores la pérdida neuronal que describen en la regién
CA1 del hipocampo varia desde el 10% hasta el 100%; estas variaciones se deben al empleo de
diferentes modelos de isquemia global y diferente duracién de la isquemia (Block, 1999). En el

3

caso de] modelo de isquemia global en ratas por “oclusién de los cuatro vasos™ (4-VO), el
incremento en la duracién del periodo de isquemia ocasiona una mayor despoblacién de CAl en
el hipocampo dorsal y la despoblacién alcanza niveles maximos cuando el periodo de octusién
es mayor a |5 minutos (Hodges y cols, 1997). Nunn y cols. (1994), demostraron una relacidn
lineal de la despoblacién de CA1 del hipocampo dorsal desde ¢l 10% hasta el 100% conforme

se incrementaba la duracién det periodo de isquemia (5, 10, 15 y 30 min) y analizdndolo en una

curva cuadratica, notaron que la magnitud de )a pérdida neuronal en CA1 alcanzaba niveles



28

asintéticos a los 15 minutos. Ademas de la region CAl de) hipocampo, las neuronas
polimorficas de CA4 (o hilus dentado) son también vulnerables a periodos de 15 minutos o mas
de isquerma (Schmidt- Kastner y Freund, 1991; Matsuyama y cols, 1993), condicién bajo la que
puede ocurrir despoblacién en otras regiones del hipocampo como CA2 y CA3 y el dafo se
puede extender a la corteza cerebral y al estriado dorsolateral (Pulsinelli y Brierley, 1979;
Schmidt- Kastner y Freund, 1991). Cuando existe una despoblacién severa de la region CA] del
hipocampo superior al 70% y el dafio se extiende a otras regiones del mismo, los déficits de
aprendizaje y memoria se evidencian claramente tanto en el laberinto acuético de Morris como
en ¢l faberinto radia! de Olton (Hodges y cols, 1997; Block, 1999). En una variante del laberinto
radial (laberinto acudtico radial), los errores de memoria de trabajo correlacionan con la pérdida
neuronal de la regién CAI, pero la asociacién es mas real en los animales que, ademés de la
despoblacién severa de CAl, tienen daiio considerable en la regién CA3 (Hodges y cols, 1997;
Nelson y cols, 1997).

Es importante considerar que si los periodos de isquemia mayores a 15 minutos son los
que se relacionan mas claramente con una despoblacién severa del hipocampo y con las
subsecuentes alteraciones del aprendizaje y de la memoria, es conveniente entonces, evaluar a
un posible neuroprotector bajo estas condiciones de severidad, en animales sometidos a un
episodio de isquemia mayor a 15 minutos.

En cuanto al tiempo de inicio de las pruebas funcionales, existe una alta probabilidad de
que se manifiesten alteraciones funcionales en el laberinto de Morris, ain sin pérdida neuronaf
en CAl, cuando las pruebas se inician una semana después de la isquemia. En este sentido,
Jasper y cols. (1990), demostraron que si bien, luego de un episodio de isquemia por 4-VO
ocurria despoblacién en CA] y alteraciones en el aprendizaje en el laberinto de Morris, después
de un periodo de oclusién de las carétidas (2-VO), a pesar de no haber encontrado pérdida
neuronal en ninguna regién del hipocampo, también se manifestaban alteraciones del
aprendizaje. Por otra parte, cuando las evaluaciones son realizadas después de varias semanas,
puede no haber alteraciones del aprendizaje espacial, probablemente debido a la recuperacion

funcional a través de mecanismos de reparacién plastica (Gionet y cols, 1991). Por gjemplo, en
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gerbos sometidos a 24 horas de hipotermia post-isquemia se preserva alrededor del 90% de )as
neuronas piramidales de CA1, 30 dfas después de la isquemia (Colbourne y Corbett, 1994); sin
embargo, las evaluaciones funcionales en campo abierto mostraron alteraciones significativas
que no coincidian con la preservacién tan exitosa de CAl. En un experimento similar, los
autores encontraron que a 6 meses post-isquemia la preservacion de las neuronas de CAl se
habia reducido al 70% con respecto al 90% observado a los 30 dias. Sin embargo, a los 6 meses,
el 70% de neuronas preservadas correlacionaba mejor con las alteraciones funcionales
persistentes (Colbourne y Corbett, 1995).

Estos estudios constituyen un claro ejemplo de la desventaja de realizar estudios a corto
plazo, sobre todo cuando se evaltian agentes neuroprotectores potenciales. Se ha sugerido que
las neuronas preservadas por algunos farmacos a Jos 7 dias post-isquemia pudieron haber
muerto 3 semanas después (Corbett y Nurse, 1998). De hecho, existen varios estudios en los que
el tratamiento con firmacos y otro tipo de estrategias, parecen solamenie posponer {a muerte de
[as neuronas (Valtysson y cols, 1994; Corbett y Nurse, 1998). Se tiene evidencia entonces de
que la preservaciéon neuronal que se observa en cortes histolégicos, no necesariamente
corresponde a una preservacion funcional (Corbert y Nurse, 1998).

Una de las razones por las que el nimero de neuronas piramidales en la regién CAJ del
hipocampo, no siempre coincide con el estado funcional evaluado en pruebas de aprendizaje y
memoria, es que existen alteraciones neuroquimicas y electrofisiotégicas que no son reveladas
en las evaluaciones histolégicas.

Se ha demostrado, por ejemplo, que 24 horas después de la isquemia global las
neuronas se observan normales, tienen su potencial de membrana normal, sin embargo, no
generan potenciales de accidn asociados a fenomenos de potenciacion a largo plazo (LTP) (Hori
y Carpenter 1994; Tsubokawa y cols, 1994). También se ha descrito un nuevo potencial
despolarizante en las neuronas piramidales de CAl después de la isquemia y se cree que puede
ser excitador (Gao y Xu, 1996). De hecho, se ha descrito que las corrientes del receptor NMDA
son incrementadas con estimulos de baja frecuencia tuego de un periodo de isquemia debido al

desbloqueo del receptor por ¢l ion Mg?* (Hori y Carpenter, 1994), fenémeno que contribuye a
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la excitotoxicidad secundaria. En estudios realizados con dafio trauméatico (Miyazaky y cols,
1992) y en un modelo de 6 meses de hipoperfusion (Sekhon y cols, 1994), se encoptré que no se
podia inducir LTP en las neuronas de CAl a pesar de tener una morfologia sana. Se ha
observado que la pérdida de LTP coincide con alteraciones en las proyecciones dendriticas en
las neuronas de CAl por varios dias, aiin cuando el soma neuronal desde el punto de vista
histoldgico este morfoldgicamente integro (Hori y Carpenter 1994; Corbett y Nurse, 1998). La
proteina 2 asociada a microtubilos (MAP-2), encontrada principalmente en las dendritas
neuronales, disminuye en las primeras horas luego de un periodo de isquemia global (Matesic y
Lin, 1994). En un estudio en ¢l que se sometié a los animales a hipoperfusion crénica (8
semanas), se encontré una disminucién de MAP-2 y alteraciones de la memoria, no obstante de
que no se encontraran evidencias de pérdida neuronal ni en CAl ni en otras regiones del
hipocampo (Kudo y cols, 1990).

Se considera entonces que en las evaluaciones realizadas a un tiempo menor a los 30
dias, la posibilidad de que persistan estas alteraciones electrofisiolégicas y neuroquimicas en las
neuronas que fueron “preservadas”, es mas alta y tiene como consecuencia que no se pueda
revelar el grado real de ta posible neuroproteccién (Corbett y Nurse, 1998). En estudios a largo
plazo se pueden revelar las alteraciones finales y/o la recuperacién pléastica de los circuitos
nerviosos, por la isquemia y/o por efecto del posible agente neuroprotector, tanto en las

evaluaciones histolégicas como en las pruebas de aprendizaje y memoria.

AGENTES NEUROPROTECTORES PARA CONTRARRESTAR LOS MECANISMOS
FISIOPATOLOGICOS DE LA ISQUEMIA

En e] caso de la isquemnia cerebral, el término neuroproteccion se ha aplicado a la
disminucién de las alteraciones anatomopatoldgicas y/o funcionales del sistema nervioso, que se
presentan como resultado de la isquemia, por la aplicacién oportuna de algin procedimiento
farmacolégico o no-farmacoldgico que contrarreste uno o varios mecanismos de dafio. En el
curso temporal de los mecanismos fisiopatolégicos desencadenados por ia isquemia globat que

originan dafio neuronal, existe una “ventana de oportunidad terapéutica” en la que se pueden
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contrarrestar dichos mecanismos de dafio, de manera que se pueda impedir la muerte neuronal
de las estructuras selectivamente vulnerables a la isquemia. El periodo que comprende la
“ventana de oportunidad terapéutica”, luego de un episodio de isquemia focal o global, es de
unos cuantos minutos o de pocas horas, respectivamente (Finklestein, 1999). A pesar de ser
breve este periodo, su existencia es de particular importancia en los estudios de
neuroproteccion.

Durante muchos afios, los estudios han tenido como objetivo dilucidar los mecanismos
flsiopatolégicos desencadenados por la isquemia causantes del dafio irreversible. El
conocimiento de dichos mecanismos dio origen a uno de los conceptos ampliamente utilizados
en los estudios de neuroproteccidn. Este enfoque se basa en una relacidn de oposicién entre uno
o varios de los mecanismos de dafio neuronal y los mecanismos de accion del posible farmaco
neuroprotector o de los procedimientos neuroprotectores no farmacotégicos.

De este modo, la aplicacién previa o inmediata {(dentro de los primeros 60 minutos a
partis de] episodio de isquemia) de fAirmacos o de maniobras no farmacolégicas que disminuyan
o contrarresten uno o varios de los mecanismos fisiopatoldgicos dependientes de la isquemia
puede reducir el dafio neuronal. Con este objetivo se han utilizado agentes anestésicos generales
que reducen la tasa metab6lica y el consumo de oxigeno, blogueadores de los canales de calcio,
anticonvulsivos, farmacos que reducen la liberacién de neurotransmisores excitadores,
antagonistas de los receptores de glutamato, agonistas del receptor GABA,, incluyendo
esteroides sintéticos y naturales, antagonistas de receptores de opioides, agentes antioxidantes y
farmacos antiapoptéticos (Hallmayer y cols, 1985; Shapiro, 1985; Cervantes y cols, 1989;
Cervantes y cols, 1995; Johansen y Diemer, 1991; Kenneth, 1994; Shuaib y cols, 1995,
Cottrell,1995; Jiang y cols, 1996; Gonzalez-Vidal y cols, 1998; Letechipfa-Vallejo y cols, 2001;
Cervantes y cols, 2002). Entre las estrategias de neuroproteccion no farmacoelégica, una de las
mas conocidas es Ja hipotermia. Asi, se ha demostrado que la hipotermia reduce el dafo
provocado por la isquemia (Busto y cols, 1987; Clifion y cols, 1989; Moller y cols, 1989;
Minamisawa y cols, 1990) al reducir la liberacién de aminodcidos excitadores, y puede ser

substancialmente mas efectiva y mis consistente que algunos agentes farmacolégicos (Clifion y
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cols, 1989). Por lo tanto, para que los modelos de isquemia en gerbos y en ratas puedan ser
empleados en la evaluacién de firmacos, la temperatura cerebral y corporal necesita ser
registrada y mantenida cuidadosamente dentro de valores normales, especialmente durante el
periodo de isquemia (Busto y cols, 1987; Busto y cols, 1989).

En affos mds recientes, ademas del conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos
que originan dafo neuronal, se ha puesto en evidencia que la isquemia global, la isquemia focal
y el dafio traumético promueven mecanismos de proteccion endégena que se oporen a Jos
mecanismos de dafo (Leker y Shohami, 2002) y mecanismos de reparacién plastica de los
circuitos alterados. Se ha demostrado por ejemplo, un incremento de la proteina antiapoptética
Bcl-2 en las neuronas piramidales de la regién CAl que sobreviven a la isquemia (Kitagawa y
cols, 1998), un incremento de la proteina de choque térmico, HSP70 (Kawagoe y cols, 1992) y
un incremento en la produccion de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y el factor de crecimiento derivado de cerebro (BDNF). Desafortunadamente,
en episodios de isquemia muy severos, los mecanismos endégenos de proteccién neuronal no
pueden contrarrestar a los mecanismos fisiopatoldgicos que promueven la muerte de las células
nerviosas. Sin embargo, ia identificacidn de estos mecanismos, ha permitido desarrollar nuevas
estrategias de neuroproteccidon que se basan en la potenciacidén de dichos mecanismos
enddgenos que ocurren en respuesta a Ja isquemia. Adem4s, se han identificado compuestos
originalmente endégenos con efectos neuroprotectores; tal es el caso de algunas hormonas como
los estrégenos, la progesterona y la melatonina (Gonzalez-Vidal y cols, 1998; Letechipfa y cols,
2001; Cervantes y cols, 2002; Leker y Shohami, 2002). Una ventaja de este tipo de estrategia
terapéutica es la reduccién de efectos secundarios no deseados, asi como la diversidad de
acciones celulares/moleculares de estas hormonas, que puede modular diferentes fenérmenos
fisiopatoldgicos desencadenados por la isquemia.

Recomendaciones para la evaluacién de los posibies agentes neuroprotectores

Debido a que no existe ningin neuroprotector que haya sido suficientemente exitoso en
humanos pese a sus resultados en estudios preclinicos eran muy prometedores, se han propuesto

algunas recomendaciones en el disefio de los estudios de neuroproteccion que permitan superar
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esta discrepancia (Finklestein y cols, 1999). Por ejemplo, se bha propuesto que el agente
neuroprotector a estudiar tenga la capacidad de contrarrestar a varios de los mecanismos
desencadenados por la isquemia o que se utilice una combinacién de varios compuestos activos
para los diferentes mecanismos de dailo; que el tratamiento sea administrado posteriormente al
episodio de isquemia y dentro de la “ventana de oportunidad terapéutica”; que los estudios
incluyan evatuaciones funcionales ademas de las evaluaciones morfoldgicas, debido a que la
preservacién neuronal no necesariamente garantiza la integridad funcional de la estructura
Jesionada; y que la evaluacién del tratamiento neuroprotector se realice a largo plazo, de modo
de descartar la posibilidad de que el neuroprotector sélo este retrasando el dafio final
(Finklestein y cols, 1999; Leker y Shohami, 2002). Adem3s, se considera que la reorganizaciéon
del SNC a partir del episodio de isquemia y del dafio neuronal producido por éste, tarda en
adoptar su forma definitiva perfodos superiores a los 30 dias y que las alteraciones del SNC que
persisten a largo plazo corresponden al dafio que no pudo ser compensado mediante fenémenos
plasticos. En este sentido, el efecto neuroprotector de un fArmaco deberia manifestarse como
una reduccidn de las alteraciones morfo-funcionales provocadas por la isquemia, que no

pudieron ser revertidas por la so)a reorganizacién del sistema nervioso (Corbett y Nurse, 1998).

UTILIZACION DE MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL PARA LOS

ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE NEUROPROTECCION.,

Modelos de isquemia cerebral global en diferentes especics

Se han desarrollado una diversidad de modelos experimentales de isquemia cerebral
global aguda en la busqueda de aquél que reproduzca de manera mas adecuada las condiciones
que se presentan espontdneamente cuando un individuo sufre una isquemia global por paro
cardiaco, por arritmias o por una hipotensién severa, de modo que permita estudiar la
fisiopatologia de esta condicién y las alternativas de reducir el dafio. Por otra parte, se busca que
el modelo sea altamente reproducible, accesible metodoldgicamente, econémico y que permita

realizar diversas evaluaciones funcionales y morfolégicas del dafio como para permitir una
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evaluacién precisa de su magnitud asi como de la posible accién neuroprotectora de un
procedimiento terapéutico o de un fadrmaco.

Se han desarrollado modelos de isquemia cerebral global en algunas especies de
primates, mediante la aplicacién de torniquetes pediatricos colocados alrededor del cuello en Jos
que se aplica una presién de 1,500 torr (1,500 mm Hg) para provocar isquemia por compresién
de las principales arterias que llevan flujo sanguineo al cerebro (Bleyaert y cols, 1978; Gisvold
y cols, 1984). Este tipo de modelo experimental ha sido poco utilizado por motivos éticos y
econémicos.

Se han utilizado modelos de paro cardjaco por compresion de los principales vasos de
acceso al corazdn en ratas (fto y cols, 1975), asi como paro cardiorrespiratorio por fibrilacion
ventricular en gatos (Todd, 1982; Cervantes y cols, 1989). Sin embargo, estos procedimientos
requieren una instrumentacién precisa durante la realizacién de los experimentos, consistente en
la aplicacidn de ventilacién mecéanica controlada y en el registro continuo de la presion arterial y
del EEG para la validacién del paro cardiaco y de su recuperacion, asi como el registro
periddico de los gases (O, y CO;) en sangre para la correccidn oportuna de la acidosis luego de
los procedimientos de reanimacion. Esta instrumentacién no es siempre accesible y ademés
requiere de la participacion de méas de tres personas en el momento del experimento. Por otra
parte, los estudios en gatos y en perros, ademas de que son més costosos que los estudios en
roedores y de avance mds lento por la imposibilidad de trabajar simultdneamente con grupos de
varios animales, se han visto limitados recientemente por las normas éticas de utilizacién de
animales de laboratorio.

Entre los modelos de isquemia global en roedores, ¢] de uso mas comdn en las pasadas
décadas ha sido ¢l de la ligadura de las arterias carétidas en el gerbo por uno o varios periodos
de 3 a S minutos (Kirino, 1982; Kirino y cols, 1985; Shuaib y cols, 1992). La exposicién de los
gerbos a episodios repetidos de isquemia a intervalos de una hora incrementa el dafio neuronal
en comparacidn con el provocado por un episodio Unico (Kato y cols, 1989; Tomida y cols,
1987). Este roedor, en un porcentaje importante de los individuos, no presenta comunicacion

arterial entre ambos hemisferios cerebrales al carecer del poligono de Willis por ausencia de las
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arterias comunicantes posteriores. De este modo, se le utilizé inicialmente con ta intencién de
provocar isquemia giobal en un hemisferio dejando al otro hemisferio como testiga. Sin
embargo, dado que esta falta de circulacién interhemisférica sélo se presenta en un 60 a 70% de
los individuos, se dejé de utilizar este modelo para provocar isquemia hemisférica. Por otra
parte, dada la limitada posibilidad de realizar pruebas funcionales y conductuales en esta especie
en comparacién con la rata y dada la frecuencia con la que se presentan crisis convulsivas, que
inducen a su vez un dafio neuronal adicional al provocado por la isquemia, el empleo del gerbo
como modelo de isquemia cerebral global se ha visto reducido en los aflos recientes (Hunter y

cols, 1998).

Modelo de isquemia global en ratas por oclusién de los cuatro vasos (4-VO)

El modelo de isquemia cerebral globa) en roedores que parece ofrecer las mayores
ventajas en cuanto a su manejo, a la accesibilidad del procedimiento quirtrgico y a Ja
posibjlidad de cxperimenta: simultineamente con varios animales, ademéds de ofrecer la
posibilidad de realizar una serie de evaluaciones funcionales en los individuos, es el llamado
“modelo de oclusién de los cuatro vasos” (4-VO) en ratas. Este tiene adicionalmente la ventaja
de gue, cuando se provoca el episodio de isquemia en el animal sin anestesia, permite verificar
de manera no invasiva, a través de Ja pérdida de la concjencia, la severidad de la isquemia
(Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinetli y cols, 1982; Capdeville, 1984).

Sin embargo, este modelo, en los diferentes laboratorios que describen su empleo para
estudios de neuroproteccidn, ha sido modificado (Kameyama y cols, 1985; Pulsinelli y Buchan,
1988; Nakano y cols, 1989; Schmidt-Kastner y cols, 1997; Herguido y cols, 1999) para permitir
su realizacién dentro de las condiciones mas adecuadas que den como resultado efectos
consistentes y reproducibles y para reducir la mortalidad de los sujetos.

Por ejemplo, el grupo de Pulsinelli, luego de describir resultados exitosos con su
modelo original (Pulsinelli y Brierley, 1979), propuso una modificacién consistente en la
compresién de la musculatura paraveriebral y cervical durante el periodo de oclusién de las

car6tidas (Pulsinelli y Buchan, 1988) con la finalidad de Jimitar ¢! flujo sanguineo al cerebro a
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través de circulacion colateral localizada entre esos musculos y lograr una isquernia més severa.
Algunos autores sugieren el empleo de anestesia durante el episodio de isquemia para reducir la
incidencia subsecuente de crisis convuisivas generalizadas (Schmidt-Kastner y Freund, 1991;
Schmidt-Kastner y cols, 1997) y para contrarrestar el aumento de la presién arterial que ocurre
ante la oclusién de las carétidas y que permite un aporte suficiente de flujo sanguineo al cerebro
a través de la circulacién colateral, impidiendo ¢l daio neuronal. Otros grupos de investigacion
utilizan un modelo de oclusién de dos vasos (carétidas) o de cuatro (vertebrales y cardtidas) en
condiciones de hipotensidn por el retiramiento de un volumen de sangre durante el periodo de
oclusién de las carétidas y su restitucidn posterior (Beck y cols, 1993; Mcbean y Kelly, 1998).
Otros autores exponen los animales a episodios cortos, no letales de isquemia repetida por tres o
mas veces a intervalos de una hora (Nakano y cols, 1989), en un modelo similar al que se utiliza

en gerbos (Kato y cols, 1989).

Estos modelos, adem4s de proporcionar informacion precisa acerca de la fisiopatologia
de la isquemia, permiten definir condiciones controladas del episodio de isquemia cerebral que
provoquen un dafo predecible que se pueda utilizar como punto de comparacién para la

evaluacién de agentes neuroprotectores.

4. ANTECEDENTES

Durante muchos affos se considerd que las acciones de las hormonas sexuales
(andrbgenos, estrégenos y progestdgenos) en el cerebro se circunscribian principalmente a las
regiones involucradas eo la regulacién neuroendécrina de la reproduccion y en el control del
comportamiento reproductivo. Ahora se sabe que durante el desarrollo estas hormonas,
esteroides derivados del colesterol, actiian sobre las neuronas y las células gliales, y regulan la
supervivencia, diferenciacién’y conectividad de grupos neuronales especificos, tanto en el
cerebro como en la médula espinal. También en la etapa adulta las hormonas sexuales influyen

sobre la morfologia y la funcién neuronal, promoviendo el crecimiento de sus proyecciones, la
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sinaptogénesis, regulan la transmisién sindptica, la sintesis de neurotransmisores y la expresion
de receptores para neurotransmisores. Ademds, cada vez resulta més claro que en el cerebro
existen enzimas esteroidogénicas funcionales que permiten la sintesis de novo de estas
moléculas a partir de colesterol (neuroesteroides) y la biotransformacion de esteroides
periféricos que llegan al SN por el torrente sanguineo (Jung-Testas y cols, 1989; Rupprecht,
2003).

En particular, la progesterona puede ser sintetizada en varias estructuras cerebrales
incluyendo al hipocampo. Ademas de los oligodendrocitos y los astrocitos, las neuronas
presentan capacidad esteroidogénica (Fig. 7); de hecho, la sintesis de progesterona puede ocurrir
en los tres tipos de células debido a que el citocromo P450scc, responsable de la formacién de
pregnenolona a partir de colesterol y la 3 B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 B-HSD),
responsable de la produccién de progesterona y androstenediona, se expresan en neuronas,

oligodendrocitos y astrocitos (Schumacher y cols, 2000; Mellon y cols, 2001).

Oligodendrocito Astrocito

\

I> Progesterona _> Androstenedlona_> Estrona
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Enzimas 1 \
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1) P450scc 5 >
2) 3p-HSD ¢ \
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FIGURA 7. Sintesis de esteroides (incluyendo la progesterona) en astrositos, oligodendrocitos y neuronas
en el cerebro de rata. Tomado de Veiga y cols. (2004).
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La progesterona sintetizada en el cerebro (incluyendo el hipocampo) o que llega a €l via
torrente  sanguineo, es biotransformada a sus metabolitos reducidos Sa- y 5B-
dihidroprogesterona (DHP o pregnandiona) por la accién de la Sa- o de la 5B-reductasa
respectivamente, y a los cuatro tetrahidroderivados correspondientes: 3a,5a-, 3B,5a-, 3a,58- y
3B,5P-tetrahidroprogesterona (THP o pregnanolonas) por la 30- o la 3p-hidroxiesteroide
oxidoreductasa respectivamente.

Aunque algunos metabolitos de la progesterona reducidos en la posicién 5f pueden
también ejercer acciones sobre la actividad neuronal (Kubli y cls, 1976), en esta tesis se
presentard solamente la informacién corerrespondiente a las acciones de la 3a,50-
tetrahidroprogesterona (THP o alopregnanolona) por ser el principal producto de la
biotransformacion de la progesterona (Fig. 8) y con mayores efectos en el SNC (Schumacher

y cols, 2000).

Progesterona » Sa-Dihidroprogesterona
2

1) Sa-reductasa

3a,5a- Tetrahidroprogesterona

2) 3a- Hidroxiesteroide (THP o Alopregnanolona)

oxidoreductasa

FIGURA 8. Biotransformacién de la progesterona a alopregnanolona (THP).

El mecanismo clasico de accion de los esteroides en el SNC es a través de la interaccion
con sus receptores intracelulares puesto que, por su estructura lipofilica, pueden atravezar la
membrana celular. En el caso de la progesterona se conocen dos isoformas, PR-A y PR-B
(Camacho-Arroyo y cols, 1998). Estos receptores son factores nucleares de trascripcion, se unen
al ADN y regulan la trascripcion de genes especificos. En el caso de la alopregnanolona,

también se ha demostrado que puede afectar la expresion genética a través de la interaccion con
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los receptores intracelulares de la progesterona. De esta manera, tanto la progesterona como la
alopregnanolona, pueden aumentar o disminuir la sintesis de determinadas proteinas
(mecanismo gendémico) (Rupprecht, 2003). Se ha descrito la presencia de un sitio de unién en
la membrana celular de células nerviosas para la progesterona y para otros esteroides como la
testosterona, la dehidroepiandrosterona (DHEA) y los estrogenos (Ramirez y Zheng, 1996;
Rupprecht, 2003). A los efectos que desencadenan a traves de estos receptores membranales se
les 1lama “no transcripcionales o no genémicos”, ya que la unién del esteroide con su receptor
no provoca una modificacion directa en la expresidon génica, sino que provoca una respuesta
celular mds rapida y parece involucrar la intervencion de otros receptores de membrana y/o vias
de sefializacion intracelular. Otro mecanismo de la progesterona y de la alopregnanolona muy
importante en el SNC es la modulacién alostérica de receptores ionotrdpicos y de
transportadores de neurotransmisores. La modulacién alostérica, al igual que la interaccién del
esteroide con su receptores de membrana especifico, genera inicialmente respuestas
independientes de la sintesis de ARN o de proteinas, por lo que sus efectos entrarian también en
la categoria de “no genémicos. Uno de los primeros efectos rapidos observados de los esteroides
en el SN fue la regulacion de corrientes idnicas a través de la membrana celular. Este fenémeno
ocurre por la interaccion de los esteroides con receptores para neurotransmisores. Por ejemplo,
la THP (metabolito de la progesterona) es un modulador positivo de los receptores GABAA, ya
que aumenta el flujo de Cl- al producir un incremento en la frecuencia y/o duracién de apertura
de dicho canal iénico (Majewska y cols, 1986). También se ha descrito la modulacién por la
progesterona de otros receptores para neurotransmisores ionotropicos, como son los de
serotonina 5-Hidroxitriptamina-3 5-HT3 , NMDA , AMPA , kainato , glicina y los nicotinicos
de acetilcolina (Rupprecht, 2003) asi como al receptor sigma 1 (c1) (Bergeron y cols, 1996). La
modulacion alostérica de los receptores para neurotransmisores genera respuestas que van desde
milisegundos a segundos, por lo que éste constituye un mecanismo de acciéon muy rdpido de los
esteroides. No obstante, también puede existir regulacion génica a través de la modulacion de
canales i6nicos operados por ligando o a través de receptores acoplados a proteinas G, debido a

que la interaccion de los esteroides como la progesterona y la alopregnanolona puede alterar la
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actividad intracelular de cinasas que consecuentemente afectan la expresion de genes a traves de
segundos mensajeros como el AMPc (Rupprecht, 2003).

Los esteroides también pueden ejercer sus efectos en las células nerviosas sin
interaccionar con receptores. Por ejemplo, algunos esteroides poseen efectos antioxidantes que
son independientes de receptores. La presencia de un grupo hidroxilo en posicién 3 del anillo A
o de un anillo bencénico con un atomo de hidrégeno libre permite neutralizar a moléculas con
electrones desapareados, como es el caso de los radicales libres. El metabolito de la
progesterona, la alopregnanolona, presentan un grupo hidroxilo en la posicién 3 del anillo A 'y
es, por lo tanto, un antioxidante potencial (Veiga y cols, 2004).

En resumen, existen varios mecanismos a través de los cuales la progesterona y la
alopregnanona pueden modificar la funcién nerviosa y sus efectos pueden, en algunos casos,
implicar a varias vias simultdneamente.

La existencia de diferencias de género en la recuperacion ante el dafio cerebral debido a
traumatismo o accidentes cerebrovasculares dio lugar a suponer que los niveles de las hormonas
sexuales femeninas participaban en estos efectos. Estas diferencias se atribuyeron en un
principio a diferencias sexuales en la conectividad y tamafio de los centros nerviosos. Sin
embargo, la presencia de determinados esteroides como el estradiol o la progesterona, tenian un
papel fundamental en el sitio y en el momento del dafio cerebral (Stein, 2001). Este fenémeno se
ha descrito en ratas hembra, donde la vulnerabilidad de las neuronas del hilus del hipocampo a
estimulos neurodegenerativos varia en funcion de la fase del ciclo estral (Azcoitia y cols, 1999).
Por otra parte, algunos estudios clinicos han confirmado que las variaciones en los niveles
plasmaticos de hormonas sexuales influyen en el riesgo a padecer un infarto cerebral; de esta
manera, las mujeres premenopausicas presentan una menor incidencia de infarto cerebral que
los hombres de la misma edad. Esta proteccidon se pierde cuando las mujeres entran en la
menopausia y el riesgo de padecer un infarto cerebral se iguala al de los hombres (McCullough
y Hurn, 2003). Existe una amplia evidencia experimental de que la administracioén terapéutica

de estas hormonas sexuales de naturaleza enddgena, tiene efectos neuroprotectores. Se tiene
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evidencias también de que a diferencia de estrogenos, la progesterona tiene el potencial de ser
eficaz tanto en mujeres como en hombres (Stein, 2001)

Neuroproteccién mediada por la hormona progesterona o alopregnanolona

Se ha demostrado en varios estudios que la progesterona ejerce efectos neuroprotectores
en los animales (machos o hembras) sometidos a isquemia focal, reduciendo la magnitud del
volumen del infarto cerebral y las deficiencias neurolégicas de los sujetos (Jiang y cols, 1996;
Chen y cols, 1999; Alkayed y cols, 2000; Kumon y cols, 2000; Murphy y cols, 2002; Gibson y
Murphy, 2004). En dafio traumdtico a la corteza cerebral, el tratamiento con progesterona
reduce el edema cerebral (Roof y cols, 1996; Wright y cols, 2001) asi como el volumen de la
cavidad necrética y las alteraciones del aprendizaje y de la memoria (Roof y cols, 1994; Goss y
cols, 2003; Dijebaili y cols, 2004). También se ha descrito que el tratamiento con
alopregnanolona reduce tanto las alteraciones histopatologicas como funcionales originadas por
el dafio traumatico (Djebaili y cols, 2004). En animales sometidos a dafio traumatico de la
médula espinal, el tratamiento con progesterona reduce el tamafio de la lesién y facilita la
recuperacion motriz de los individuos (Thomas y cols, 1999; Gonzilez y cols, 2004). En
modelos de epilepsia por hiperexcitacién del hipocampo, la progesterona y la alopregnanolona
han mostrado tener efectos anticonvulsivos y reducir el dafio subsecuente originado por las
crisis epilépticas (Frye y Scalise, 2000; Hoffman y cols, 2003). En el SNP, se ha demostrado
que la progesterona y la alopregnanolona reducen la magnitud del dafio en lesiones realizadas a
nervios periféricos como el nervio cidtico (Koenig y cols, 1995; Azcoitia y cols, 2003).

Estos efectos neuroprotectores de la progesterona per se y/o de la alopregnanolona se
han atribuido a la modulacién positiva del receptor GAB A, cuya activacion provoca fenémenos
de hiperpolarizacién a través del incremento en la conductancia del cloro en la membrana
neuronal (Mahesh y cols, 1996; Frye y Scalise, 2000) y a la modulacién negativa de los
receptores NMDA (Smith, 1991; Lockhart y cols, 2002); ademaés, en el caso de la progesterona,
se ha reportado que la modulacién negativa de estos receptores en el hipocampo puede ejercerse
a través del efecto antagénico de los receptores sigma 1, cl (Bergeron y cols, 1996;

Schumacher y cols, 2000). En cuanto a los efectos antioxidantes, se ha reportado que la
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progesterona disminuye el dafio por lipoperoxidacién luego de dafio traumatico (Roof y cols,
1997) y la lipoperoxidacién inducida por FeSO4 asi como la toxicidad inducida por el peptido B
amiloide en cultivos primarios de neuronas de hipocampo (Goodman y cols, 1996). También
aumenta la actividad de la superéxido dismutasa (MnSOD) en el cerebro de ratas hembra
ovariectomizadas (Pajovic y cols, 1996) y aumenta la actividad de la catalasa en el cerebro de
ratas macho gonadectomizadas (Pajovic y cols, 2003). La alopregnanolona presenta un grupo
hidroxilo en la posicion 3 del anillo A lo que le confiere potencialidad para neutralizar radicales
libres (Veiga y cols, 2004). Se ha reportado también que el tratamiento con progesterona de
células en cultivo de hipocampo sometidas a dafio excitotoxico por glutamato, incrementa la
expresion de la proteina antiapoptética Bel-2 (Nilsen y Brinton, 2002). Por otra parte, tanto
progesterona como alopregnanolona disminuyen la actividad de la caspasa 3 en animales
sometidos a dafio traumadtico (Djebaili y cols, 2004). En cuanto a los mecanismos anti-
inflamatorios, la progesterona ha mostrado su efecto conservando la integridad de la barrera
hematoencefalica luego de contusion a la corteza frontal (Duvdevani y cols, 1995) y reducir la
expresion del RNAm de la interleucina 1B (IL-1PB), del factor de crecimiento transformante 32
(TGF-p2) y de la NOS-2 luego de isquemia focal (Gibson y cols, 2005). Ambos mecanismos de
accidén de la progesterona se relacionan con la capacidad para reducir el edema cerebral.
Ademas, tanto la progesterona como la alopregnanolona reducen en ratas el edema neurogénico
en las meninges (Limmroth y cols, 1996) y reducen tanto el RNAm como la proteina de las
citocinas 1L-1B y TNF-a (factor de necrosis tumoral) en ratas sometidas a dafio traumatico (He
y cols, 2004). Por otra parte, se ha reportado que la administracion de progesterona se asocia
con una disminucién de la gliosis reactiva y de la proliferacion de astrositos, disminuyendo asi
el grado de daflo, luego de trauma cerebral, (Garcia-Estraday cols, 1993).

Los mecanismos de neuroproteccion de la progesterona y de la alopregananolona,
ademas de los descritos que se oponen a los mecanismos fisiopatolégicos de darfio, incluyen
efectos que se relacionan con la recuperacion funcional de las células y circuitos alterados por
dicho dafio. Se sabe que la progesterona, asi como el estradiol, promueve el incremento de la

sinaptogénesis y de la densidad de espinas dendriticas en el hipocampo de ratas hembra



43

(Woolley y McEwen, 1993) y en el de primates hembra Macaca mulatta (Choi y cols, 2003);
efectos similares de la progesterona se han descrito en cultivos de células de Purkinje de ratas
macho en desarrollo (Sakamoto y cols, 2001; Sakamoto y cols, 2002). Actualmente se reconoce
que los factores neurotr6ficos como el BDNF, participan en la sobrevivencia, diferenciacion y
plasticidad neuronal en el SNP y en el SNC, tanto en el desarrollo como en el adulto (Lu y
Figurov, 1997); en particular, la progesterona promueve cambios citoarquitectonicos en las
neuronas del hipocampo mediados por un incremento del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) y se sugiere que estos efectos del BDNF pueden favorecer, a su vez, los
procesos de aprendizaje y memoria en individuos sanos y la recuperacion de los déficits
funcionales asociados con el envejecimiento y con las enfermedades neurodegenerativas (Gibbs,
1999). Igualmente, se ha reportado que el efecto neuroprotector de la progesterona ante el dafio
traumdtico a la médula espinal esta relacionado a un incremento del BDNF en las motoneuronas
lesionadas (Gonzilez y cols, 2004; Gonzalez y cols, 2005); ademas, el tratamiento con BDNF
disminuye la muerte neuronal de la region CA1 del hipocampo y la reaccion glial después de un
episodio de isquemia global en ratas (Kiprianova y cols, 1999).

La progesterona y la alopregnanolona son secretados de manera autocrina por la célula
de Schwann y estimulan el proceso de mielinizacion. De hecho, las células de Schwann del SNP
(Koenig y cols, 1995) y los oligodendrocitos del SNC (Gago y cols, 2001) son capaces de
sintetizar progesterona y ésta estimula la formacidn de vainas de mielina de células en cultivo.
Por otra parte, la administracion de progesterona a los cultivos adelanta el momento de inicio de
la mielinizacién y duplica la tasa de formacion de mielina (Chan y cols, 1998). Ademas de
aumentar la incorporacion de lipidos a la membrana de las células productoras de mielina, la
progesterona y la alopregnanolona incrementan la expresiéon génica para la sintesis de las
proteinas PO y PMP22 de la mielina (Veiga y cols, 2004). El papel de la progesterona en la
mielinizacién no se restringe a tejidos sanos, sino que la progesterona y la alopregnanolona
promueven la sintesis de mielina después de dafio a nervios periféricos como el citico (Koenig
y cols, 1995; Azcoitia y cols 2003) y en neuronas dafiadas del SNC (Ghoumari y cols, 2003;

Ibafiez y cols, 2004). Estos datos sefialan a la progesterona y a la alopregnanolona como
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compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de situaciones en las que haya una
pérdida y/o una alteracién de la mielina, como sucede en el dafio neuronal después de un
periodo de isquemia cerebral global.

En nuestro grupo de trabajo ha sido de interés evaluar el efecto neuroprotector de
hormonas de naturaleza enddgena. En relacion al efecto neuroprotector de la progesterona, en
un primer estudio realizado en gatas a las que se les provocé un periodo de isquemia global por
paro cardiorrespiratorio y se les administré progesterona 7 dias pre- y post-isquemia, se observod
una preservacion significativa de la poblacién de neuronas piramidales de las regiones CAl,
CA2, CA3 y CA4 del hipocampo y de las neuronas pequeilas del nicleo caudado, asi como una
disminucién de las alteraciones neuroldégicas subsecuentes en los 14 dias post-isquemia
(Gonzalez-Vidal y cols, 1998; Cervantes y cols, 2002). Este esquema de administracion
demostré ser exitoso, pero tiene la desventaja de que sélo es aplicable en ciertas situaciones
clinicas (como medida profilactica en pacientes que son sometidos a cirugias que implican una
hipoperfusién cerebral). Para explorar el efecto neuroprotector de la progesterona administrada
s6lo en el periodo post-isquemia (15min, 2, 6 y 24h) se realizé otro estudio en ratas macho
sometidas a un episodio de isquemia global por oclusiéon de los 4 vasos, observandose la
preservacion significativa de las neuronas piramidales de las regiones CAl y CA2 del
hipocampo evaluadas a 21 dias post-isquemia (Morali y cols, 2005).

No obstante a las recomendaciones existentes para el estudio de sustancias
neuroprotectoras, la mayoria de los estudios se han realizado a corto plazo (no mas de 30 dias).
En particular, en los estudios en los que se ha evaluado la progesterona y la alopregnanolona en
modelos de isquemia focal, dafio traumatico y dafio a la médula espinal, no existe ningtn
estudio en el cual se hayan hecho evaluaciones morfo-funcionales en un tiempo mayor a los 30
dias.

De ahf que el objetivo de este trabajo fue evaluar a largo plazo (3 meses post-isquemia)
el efecto neuroprotector de la Progesterona y de la Alopregnanolona sobre la disminucion de la
poblacién de neuronas piramidales en el hipocampo y sobre las alteraciones de algunas

manifestaciones funcionales de esta estructura cerebral, provocadas por una isquemia severa.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

;La administracién post-isquemia de progesterona o de su metabolito activo 5c,30-
alopregnanolona (Tetrahidroprogesterona, THP) tendrd efectos neuroprotectores a largo plazo,
preservando la poblacién neuronal del hipocampo y las funciones cognoscitivas (aprendizaje y

memoria) en los que participa esta estructura luego de un episodio de isquemia cerebral global?

6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar a largo plazo el efecto neuroprotector de la administracién inmediata post-isquemia
de progesterona o de su metabolito activo THP, 90 dias después de un episodio de isquemia cerebral
global inducido en ratas mediante el modelo de oclusién de los cuatro vasos (4-VO), a través de
indicadores de la integridad funcional (aprendizaje, memoria) y morfolégica (poblacioén neuronal del
cuemno de Ammon) del hipocampo.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar a largo plazo las alteraciones inducidas por un periodo de 20 minutos de isquemia
cerebral global mediante el modelo de oclusion de los cuatro vasos en ratas, a través de indicadores de
la integridad funcional (aprendizaje, memoria) y morfoldgica (poblacion de neuronas piramidales de
las regiones CA1, CA2, CA3 y CA4) del hipocampo.

2. Evaluar a largo plazo el efecto neuroprotector de la administraciéon inmediata de
progesterona post-isquemia, 90 dias después de un episodio de isquemia cerebral global inducido en
ratas mediante el modelo de oclusion de los cuatro vasos, a través de indicadores de la integridad
funcional (aprendizaje, memoria) y morfoldgica (poblacién de neuronas piramidales de las regiones
CAl, CA2, CA3 y CA4) del hipocampo.

3. Evaluar a largo plazo ¢l efecto neuroprotector de la administracién inmediata de THP post-
isquemia, 90 dias después de un episodio de isquemia cerebral global inducido en ratas mediante el

modelo de oclusién de los cuatro vasos, a través de indicadores de la integridad funcional
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(aprendizaje, memoria) y morfol6gica (poblacion de neuronas piramidales de las regiones CA1, CA2,

CA3 y CA4) del hipocampo.

7. HIPOTESIS

La administracién inmediata post-isquemia de progesterona o de su metabolito activo 5a,3¢-
alopregnanolona (Tetrahidroprogesterona, THP) tendrd efectos neuroprotectores a largo plazo,
preservando la poblacién neuronal del hipocampo y las funciones cognoscitivas (aprendizaje y
memoria) en los que participa esta estructura luego de un episodio de isquemia cerebral global

HIPOTESIS PARTICULARES

1. Un periodo de 20 min de isquemia cerebral global inducida por 4-VO, provocara
alteraciones funcionales (aprendizaje y memoria) y morfoldgicas (despoblacion neuronal del cuerno
de Ammén del hipocampo), evaluadas 90 dias después del episodio de isquemia.

2. La administraciéon inmediata post-isquemia de progesterona reducird las alteraciones
funcionales (memoria, aprendizaje) y morfoldgicas (despoblacion neuronal del cuerno de Ammoén) del
hipocampo, inducidas por un episodio de 20 min de isquemia cerebral global, evaluadas 90 dias
después del episodio de isquemia.

3. La administracion inmediata post-isquemia de THP reducird las alteraciones funcionales
(memoria, aprendizaje) y morfoldgicas (despoblacién neuronal del cuerno de Ammoén) del hipocampo,
inducidas por un episodio de 20 min de isquemia cerebral global, evaluadas 90 dias después del

episodio de isquemia.
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8. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 72 ratas macho adultas de la cepa Sprague Dawley, con un peso corporal entre
350 y 500 g (edad, promedio = DE: 4.6 + 1.1 meses) al inicio del experimento, que fueron alojadas en
un cuarto con ciclos controlados de 12 h de luz y 12 de obscuridad (luz de 6:00 a 18:00 h) en cajas de
policarbonato con tapa de metal y cama de aserrin. En ellas tuvieron acceso al alimento (Purina) y al
agua, a voluntad. Antes de los experimentos se alojaron en cajas colectivas de 5 ratas cada una; una
vez iniciados los procedimientos experimentales se les alojé en cajas individuales hasta el final del
experimento.

Las ratas fueron asignadas al azar a uno de los siguientes grupos y sometidas a una de las
siguientes condiciones experimentales:

I.  Sanos: (n=8) Animales que no fueron sometidos a ninguna manipulacién anestésico-
quirurgica.

II. Sham-s/V: (n=5) Animales sometidos a las maniobras quirurgicas simuladas
correspondientes al modelo de isquemia cerebral global aguda en ratas por “oclusién de los cuatro
vasos” (4-VO) (Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinelli y Buchan, 1988), sin interrumpir en ninguna
forma el flujo sanguineo cerebral.

III. Sham-V: (n=5) Animales a los que se ocluyeron en forma permanente las arterias
vertebrales y en los que solo se realizaron las maniobras anestésico-quirtrgicas de la segunda etapa del
modelo 4-VO, sin ocluir las arterias carétidas.

IV. Isq + Veh: (n=30) Animales sometidos a isquemia por 4-VO (oclusién permanente de las
arterias vertebrales y oclusion transitoria de las car6tidas comunes durante 20 minutos) (Pulsinelli y
Brierley, 1979; Pulsinelli y Buchan, 1988; ver descripcién mas adelante) y administracion del vehiculo
de la progesterona (0.5ml de B-ciclodextrina, Sigma Chemical Co., St Louis MO, EEUU, al 20% en
agua, iv), alos 15 minutos, 2, 6, 24, 48 y 72 h después del episodio de isquemia.

V. Isq + P4: (n=12) Animales sometidos a isquemia por 4-VO y administracién de
progesterona soluble en agua (complejo de progesterona y [B-ciclodextrina, Sigma Chemical Co., St
Louis MO, EEUU), 8 mg/kg en 0.5 ml de agua, iv, a los 15 minutos, 2, 6, 24, 48 y 72 h después del

episodio de isquemia. Esquemas de tratamiento similares han mostrado tener efectos neuroprotectores
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en isquemia focal (Chen y cols, 1999; Gibson y Murphy, 2004) y en isquemia global en un estudio
previo, en nuestro laboratorio (Moral{ y cols, 2005).

V1. 1sq + THP: (n=12) Animales sometidos a isquemia por 4-VO y administracién de THP
(3a,5a-alopregnanolona, Sigma Chemical Co., St Louis MO, EEUU), 8 mg/kg en 0.5 ml de

dimetilsulféxido, ip, a los 15 minutos, 2, 6, 24, 48 y 72 h después del episodio de isquemia.

MODELO DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL AGUDA MEDIANTE LA OCLUSION
DE LOS CUATRO VASOS

El episodio de ICGA fue provocado siguiendo el procedimiento descrito previamente por
otros autores (Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinelli y Buchan, 1988) e implementado por nosotros en
el laboratorio. Bajo anestesia con xilacina (10 mg/kg im) y ketamina (90 mg/kg im) se practicé una
incision en la piel de la nuca y se separaron los misculos en la linea media, por diseccion, hasta lograr
el acceso a la primera vértebra cervical (atlas). Se localizé a cada lado, en el foramen alar del atlas, la
arteria vertebral y se cauterizé de modo de quedar ocluida permanentemente. A través de un acceso en
la parte ventral del cuello, se localizaron las arterias cardtidas comunes, se disecaron y se dejaron
referidas mediante hilos de seda calibre 3-0 para su acceso 48 h después. Se introdujo un hilo de seda
quirurgica gruesa (calibre cero) por detras de la traquea, eséfago, carétidas y nervios vagos, pero por
delante de la musculatura cervical y paravertebral y sus cabos se pasaron por debajo de la piel hasta
salir por la incisién de la nuca y se anudaron para evitar su retraccion. Se canuld la vena yugular
interna del lado derecho con un catéter de polietileno de 10cm de largo (Clay Adams, PE-50) lleno con
soluciédn salina heparinizada (100 Ul/ml) que se hizo emerger por la incisién de la nuca. Se suturaron
las heridas, se administré solucién salina fisiologica (2 ml/100 g de peso corporal, sc) para evitar la
deshidratacién y se permitid la recuperacion total del animal. Dos dias después, bajo anestesia con
halotano, se retrajeron y torcieron los cabos de la seda gruesa a fin de comprimir la musculatura
cervical y paravertebral y limitar en lo posible el flujo sanguineo al cerebro por la circulacion
colateral; se abri¢ la incision ventral para tener acceso a las car6tidas, se separaron éstas del tejido
adyacente y se suspendi6 la administracion de halotano para permitir que el animal se recuperara de la

anestesia. Cuando la rata comenzd a despertar, se ocluyeron ambas carétidas en forma simultanea
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utilizando clips microvasculares y se mantuvo la oclusién durante 15 a 20 min. Al terminar este
periodo se retiraron los clips y se suspendi6 la compresién de la musculatura paravertebral. Tanto la
interrupcién del flujo sanguineo como la reperfusion a través de las carétidas, fueron verificadas bajo
microscopio. Se registré en forma continua la temperatura corporal durante todo el procedimiento y se
mantuvo entre 35.5 y 37.5° C con la ayuda de un cojin eléctrico. Durante e] periodo de isquemia y al
inicio de la reperfusion, las ratas se encontraban inconscientes, en posicion supina. La recuperacion de
la conciencia se manifest6 por la presencia de movimientos voluntarios espontaneos y/o del reflejo de
enderezamiento. La ausencia de ambos se considera un criterio valido de pérdida de la conciencia
(Pulsinelli y Brierley, 1979; Herguido y cols, 1999). Al terminar los procedimientos se suturé la herida
bajo anestesia con halotano, permitiéndose la recuperacién total del animal. Sélo aquellos animales
que permanecieron inconscientes durante la oclusion de las carétidas y por lo menos 20 minutos

después de terminar este periodo, se incluyeron en el estudio.

EVALUACIONES CONDUCTUALES

Noventa dias después del episodio de isquemia (edad, promedio + DE: 7.6 + 1.2 meses), cada
uno de los animales fue sometido a las siguientes evaluaciones conductuales:

Aprendizaje y Memoria Espaciales.

Se utiliz6 el laberinto acuatico de Morris (Morris y cols, 1982) que consiste en una tina
circular de plastico, de 140 cm de didmetro y 50 cm de altura, pintada en su parte interior de negro y
llena hasta una altura de 25 cm, con agua tefiida de azul con violeta de genciana, a 28°C de
temperatura. Dentro de la tina se coloc6é una plataforma de acrilico transparente cuya superficie de
13x13 ¢m quedd 2 cm por debajo del nivel del agua de modo que la rata no pudiera verla. La tina se
dividié conceptualmente en 4 cuadrantes con respecto a los puntos cardinales y en 3 anillos
concéntricos a intervalos de 23 c¢m a partir del centro de la tina, de manera que la plataforma oculta se
coloco en la parte central del cuadrante NE en el segundo anillo concéntrico. Cada rata fue sometida a
2 ensayos diarios durante 6 dias de entrenamiento para evaluar su orientacion y aprendizaje espacial
de la siguiente manera: se coloco a la rata dentro del agua, en uno de los puntos cardinales, de frente a

la pared del laberinto y se le permitié nadar hasta localizar la plataforma oculta o hasta que
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transcurrieran 60 segundos, luego de los cuales la rata fue guiada hacia la plataforma. En ambos casos
se le permitié al animal permanecer en la plataforma por 15 segundos. Al término del ensayo la rata
fue retirada de la plataforma y colocada en una caja de mantenimiento por 20 minutos antes del
segundo ensayo. El punto cardinal de donde inici6 su recorrido cada animal se eligié al azar para los
diferentes dias de prueba pero fue el mismo para todos los animales, se cuidé que no se repitiera en los
dos ensayos del mismo dia, que para cada uno de los dos ensayos de cada dia la rata saliera de un
punto cercano y uno lejano a la ubicacién de la plataforma y que los cuatro puntos cardinales
estuvieran representados el mismo nimero de veces a través de los diferentes dias. La ubicacién
permanente de los objetos del cuarto de experimentacién y de la posicién del experimentador con
respecto a la tina constituyeron las sefiales espaciales disponibles para la orientacion del animal para
orientarse. Al séptimo dia se sometid a los animales a un ensayo adicional de 30 segundos en el que se
retird la plataforma de escape y se evalué la memoria espacial a través de la bisqueda que realizara el
animal, de la plataforma (prueba de transferencia). Las pruebas fueron grabadas con una camara de
video localizada en un punto central, 2 m por encima de la tina y a partir de las grabaciones se
obtuvieron los valores de la latencia de escape (tiempo que tardé el animal en localizar la plataforma)
y se trazaron las rutas de nado de los animales en cada ensayo para determinar la distancia total
recorrida y el despliegue de estrategias alocéntricas de busqueda (aprendizaje espacial), calculando el
indice que relaciona la distancia recorrida en los dos anillos internos con respecto a la recorrida en el
anillo de la periferia (indice de recorrido interno/periférico). A partir de los datos de latencia de escape
y distancia recorrida se obtuvieron los valores de velocidad de nado para descartar cualquier tipo de
deficiencia motriz en el desempefio de los animales. En la prueba de transferencia se evaluaron los
siguientes parametros: la latencia para llegar por primera vez al punto que ocupaba la plataforma, el
nimero de veces que la rata pas6 por ese punto en los 30 segundos y el porcentaje de tiempo que la
rata permanecié en el cuadrante de la plataforma en relacién al tiempo to-tal de prueba (30 seg).

Memoria de Referencia y Memoria de Trabajo.

Estos tipos de memoria se evaluaron utilizando el laberinto radial de ocho brazos, de Olton
(Olton y Samuelson, 1976). Para ello, las ratas se mantuvieron en cajas individuales donde se limit6

su ingestion de alimento para reducir y mantener su peso corporal en el 85% del peso inicial en el
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término de los cinco dias previos al inicio de un periodo de habituacién y durante este periodo y los 10
dias siguientes de prueba. Tanto durante el periodo de habituacién (3 dias), como durante el periodo de
prueba (10 dias), se ubicé un sélo observador dentro del cuarto, siempre en el mismo sitio, de modo
que su posicién y la de los objetos del cuarto de experimentacién fueran los mismos y constituyeran
las sefiales espaciales disponibles para la orientacién del animal.

Durante el perfodo de habituacién (tres dias) se permitié que cada una de las ratas exploraran
el laberinto, durante 10 minutos cada dia:

Primer dia: Se colocaron dos trozos pequefios de cereal de frutas (40 miligramos cada uno)
en cada uno de los 8 brazos del laberinto, uno a la mitad del trayecto y otro al final del brazo. Se
coloco la rata en el area central del laberinto y se permitié que explorara libremente. Se registr6 el
numero de trozos de cereal que comid cada rata en el periodo de 10 minutos.

Segundo y tercer dia: Se colocéd un sélo trozo de cereal de fruta en cada uno de los brazos del
laberinto, al final de cada brazo. Se colocd la rata en el area central y se permitié que explorara
libremente. Se registré el nimero de trozos que comié en 10 minutos.

En algunos casos se agregaron 1 o 2 dias mas de habituacidn, segliin se requiriera, hasta que la
rata lograra ingerir los 8 trozos de alimento en 10 minutos.

En preparacién para la realizacion de las pruebas experimentales (una diaria, 10 dias) se
disefié un esquema para cada rata en el que se asignaron 5 brazos para la colocacién de trozos de
alimento, de manera constante para cada rata a través de todas las pruebas.

Pruebas experimentales: Se colocé un trozo de cereal de fruta en el extremo de cada uno de los
5 brazos asignados para la rata; ésta se colocd en el area central y se le dejé explorar libremente hasta
que comiera los 5 trozos de alimento o hasta un méximo de 10 minutos. Se registr6 en forma
consecutiva el nimero del brazo en el que entraba la rata y comia el alimento.

Se evaluaron los siguientes parametros:

1. Tiempo de ejecucion = tiempo requerido para comer los 5 trozos de frutilupis. Se asigné
un valor de 10 min si no comié todos.

2. Errores de referencia = nimero de veces que entr6 a brazos no asignados.
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3. Errores de trabajo = niimero de veces que entrd a brazos a los que ya habia entrado antes,
ya sea que fueran brazos asignados o no.
Al finalizar la ultima prueba, se registré el peso corporal de cada rata y se le restituyé el

alimento sin restriccion para permitirle recuperar su peso corporal.

EVALUACION DE LA POBLACION DE NEURONAS PIRAMIDALES DEL
HIPOCAMPO

Una vez que las ratas recuperaron su peso corporal, una semana después de la tltima prueba
en el laberinto radial, se sometié a los animales a anestesia general profunda con pentobarbital
(35mg/Kg) vy se les perfundi6 por via intracardiaca con 200 ml de solucién salina isotdnica seguida de
200 ml de solucion fijadora de formaldehido al 10% en buffer de fosfatos. Se extrajo el cerebro del
craneo y se postfijo por inmersion en el mismo fijador por un minimo de 24 horas. De cada cerebro, se
obtuvo una rebanada de 3mm de grosor, en donde quedaba ubicado el hipocampo y se realizé el
proceso histoldlogico y su inclusion en parafina.

A partir de los bloques en parafina se realizaron cortes de 10 pm de grueso, los cuales se
adhirieron a portaobjetos. Se procesaron para su tincién con Violeta de Cresilo y se montaron con
resina para su observacidn al microscopio. Para cada cerebro se analizaron cinco cortes al nivel del
hipocampo dorsal, entre Bregma -3.14 y Bregma -4.52 (Paxinos y Watson, 1986) para realizar el
conteo de neuronas piramidales presentes en cada hemisferio cerebral, en las diferentes regiones del
cuerno de Ammon del hipocampo (CA1, CA2, CA3 y CA4), en campos observados al microscopio de
luz, de 450um de diametro, a un aumento de 400x. Sélo se incluyeron en el conteo aquellas neuronas
con morfologia normal, con contornos citoplasmico y nuclear definido y con nucléolo visible. Este
procedimiento de muestreo permitié estimar la pérdida o preservacion de las neuronas piramidales del

hipocampo en los diferentes grupos de ratas.



53

ANALISIS ESTADISTICO

Se compar6 la mortalidad de los grupos mediante la Prueba de Fisher. Los valores de latencia
de escape en la prueba de orientacion y aprendizaje espacial, del primer dia de prueba en el laberinto
acudtico de Morris, se compararon con los subsiguientes utilizando las pruebas estadisticas de
Friedman (ANOVA) y la de rangos sefialados y pares igualados de Wilcoxon (post-hoc). Las
comparaciones intergrupales de la latencia de escape en el laberinto de Morris fueron realizadas
utilizando el ANOVA de Kruskal Wallis y la prueba post-hoc “U” de Mann Whitney. Los valores de
distancia recorrida, velocidad de nado y los indices de trayectoria interna/periférica, fueron
comparados entre los grupos utilizando un ANOVA para medidas repetidas y parcelas divididas y la
prueba de Tukey como post-hoc (Siegel, 1970; Downie y Heath, 1983).

Los valores del nimero de errores de referencia y de errores de trabajo en el laberinto radial de
Olton, se promediaron formando dos bloques de 5 dias cada uno: de los dias 1 al 5 y de los dias 6 al
10. Los valores de los bloques 1 vs. 2 fueron comparados dentro de cada grupo utilizando la prueba de
Wilcoxon. Los valores de cada bloque fueron comparados entre los grupos utilizando el ANOVA de
Kruskal Wallis y la prueba post-hoc “U” de Mann Whitney (Siegel, 1970; Downie y Heath, 1983).

Se calcul6 el promedio del niimero de neuronas contadas en cada una de las areas del cuerno
de Ammon del hipocampo en los cinco cortes histoldgicos de cada cerebro para obtener un solo valor
por animal en cada grupo, los cuales fueron promediados para su comparacion estadistica entre
grupos. Para ello se utilizd un ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey, (Siegel, 1970;
Downie y Heath, 1983). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando se tuvo

un valor de p<0.05.
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9. RESULTADOS

MORTALIDAD

Los animales sometidos a manipulaciones anestésico-quirurgicas, sin cauterizacién de las
arterias vertebrales (sham-s/V) o con cauterizacion de estas arterias (sham-V) sobrevivieron en su
totalidad sin complicaciones asociadas a estos procedimientos, se recuperaron adecuadamente y fueron
sometidos a las pruebas conductuales correspondientes 90 dias después.

En cambio, una parte de los animales sometidos a isquemia y tratados con vehiculo (23 de 30;
77%), asi como de los tratados con progesterona (5 de 12; 42%) y de los tratados con alopregnanotona
(6 de 12; 50%) murieron dentro de las 48 h siguientes al periodo de oclusién de las cardtidas. En
general, esto ocurrio en los animales que presentaron indicadores de isquemia muy severa
(inconsciencia profunda, extension y rigidez de las extremidades durante la oclusidn de las cardtidas,
asi como un periodo de inconsciencia post-isquemia mayor a 30 minutos). La mortalidad de los
animales tratados con progesterona o con THP fue significativamente menor (p<0.01), que la de los
animales tratados con vehiculo (Tabla 1).

Tabla J. Porcentajes de mortalidad en los diferentes grupos experimentales.

Grupo n Mortatidad (%)
Sham 10 0"

Isq + Veh 30 77 **

Isq + P4 12 42 %

Isq + THP 12 50*°

*p<0.05 **p<0.0] ***p<0.00) en comparacién con el grupo sham.
*p<0.05 ***p<0.001 en comparacién con el grupo Isq + Veh.  Prueba de Fisher

EVALUACIONES FUNCIONALES

Aprendizaje Espacial: Latencia de escape y distancia recorrida.

Los animales del grupo control Sano, que no fueron sometidos a ningin procedimiento
quirdrgico, aprendieron a localizar la plataforma oculta en el laberinto acuatico de Morris, de modo

que su ejecucion se caracterizd por latencias de escape progresivamente menores (ANOVA de
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Friedman: p<0.001), las cuales desde el segundo dia de prueba y en los dias sucesivos (3 a 6) fueron
significativamente menores que en el primero y que en el segundo dia de prueba (prueba de Wilcoxon:
p<0.05). La reduccién progresiva de las latencias de escape se asocié con recorridos de distancias
significativamente menores a partir del tercer dia de prueba en comparacién con los dos primeros dias
(prueba de Wilcoxon: p<0.05), con valores similares en los dias 3 a 6 (Figs. 9A y 10A).

Los animales sometidos a maniobras anestésico-quirlirgicas, sin cauterizacién de las arterias
vertebrales (Sham-s/V) y aquellos a los que se les cauterizaron estas arterias en forma permanente
(Sham-V), pero que no fueron sometidos a jsquemia mediante oclusidn adicional de las cardtidas,
también mostraron una reduccién sigaificativa tanto de las latencias de escape como de las distancias
recorridas, en los dias de prueba sucesivos (ANOVA de Friedman: p<0.05), con pardmetros similares
de ejecucién en esta prueba, mostrando desde el dia 3, latencias de escape y distancias recormidas,
significativamente menores en comparacién con el primer dia de prueba (prueba de Wilcoxon:
p<0.05). Estos 2 grupos difirieron del grupo Sano en cuanto a que tardaron un dia mas en mostrar
valores de latencia de escape y de distancia recorrida para localizar la plataforma, significativamente
menores que en e] primer dia de prueba (Figs. 9A y 10A). Al igual que en los animales Sanos, en estos
dos grupos Sham, no hubo diferencias en la latencia de escape ni en la distancia recorrida, en los dias
siguientes a partir del dia 3 de prueba. Las menores latencias de los animales Sanos en relacién con los
Sham-V dio lugar a una diferencia significativa entre estos 3 grupos en la latencia de escape (ANOVA
de mediciones repetidas: F=4.662, p<0.05; post hoc de Tukey: p<0.05), pero no hubo diferencias
significativas en las distancias recorridas. El anélisis de los resultados para cada dia de prueba
(ANOVA de Kruskal-Wallis) mostré diferencias significativas en las latencias de escape entre los
grupos en el dia 4 (p<0.05). La comparacién entre Jos grupos Sham-s/V y Sham-V para cada uno de
los dias de prueba no mostré ninguna diferencia significativa (prueba U de Mann-Whitney), pero estos
dos grupos tuvieron latencias de escape mayores que los animales Sanos (p<0.05) en el dia 4 (Fig.
9A). No se encontraron diferencias significativas entre los 3 grupos en las distancias recorridas al

comparar cada dfa de prueba (Fig. 10A).
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Dado que en estos pardmetros no se encontraron diferencias entre los grupos Sham-s/V y
Sham-V, estos dos grupos en conjunto se utilizaron como grupo testigo (Sham, n=10) para comparar
los resultados de los animales sometidos a isquemia.

E] grupo sometido a isquemia y tratado con vehiculo (Veh) no mostrd la reduccién progresiva
de Jas latencias de escape y de las distancias recorridas que fueron observadas en los grupos Sano y
Sham, de modo que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
valores de los diferentes dias sucesivos (Figs. 9B y 10B). En cambijo, los animales sometidos a
isquemia y tratados con progesterona (P4) mostraron una reduccidn significativa tanto de las latencias
de escape (p<0.001) como de las distancias recorridas (p<0.001) en los dias de prueba sucesivos
(Figs. 9B y 10B), con valores significativamente menores en los dfas 3, 5 y 6 (p<0.05), que en el
primer dia. Los animales sometidos a isquemia y tratados con THP mostraron una reduccién
significativa tanto de las latencias de escape (p<0.01) como de las distancias recorridas (p<0.05) en los
dfas de prueba sucesivos (Figs. 9B y 10B), con latencias de escape significativamente menores a partir
del dia 3 con respecto al dia 1 (p<0.05), en tanto que sélo se encontrd diferencia en las distancias

recorridas de los dias 5 y 6 con respecto al dfa 1 (p<0.05).

No se encontraron diferencias significativas al comparar la latencia de escape ni la distancia
recorrida entre los grupos Sham (Sham-s/V y Sham-V integrados en un solo grupo), Veh, P4 y THP
(ANOVA de mediciones repetidas). Sin embargo, la comparacion de estos pardmetros en cada dfa de
prueba (prueba post hoc U de Mann-Whitney) mostré latencias de escape y distancias recorridas
significativamente mayores en el grupo Veh con respecto al Sham en los dias 4, 5 y 6 (p<0.05) (Figs.
9B y 10B). Los grupos tratados con P4 y con THP no difirieron del grupo Sham en estos pardmetros
en ninguno de los dias de prueba. Las latencias de escape de los grupos P4 y THP no difirieron de las
del grupo Veh, aunque la distancia recorrida por las ratas tratadas con P4 en el 5° dia de prueba fue

significativamente menor (p<0.05) que la del grupo Veh.
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FIGURA 9. Latencias de escape (Promedios + E.E.) de las ratas de los grupos testigo (A) o experimentales
(B). en cada uno de los 6 dias de prueba en el laberinto acuético de Morris.  A: Los animales sham sin
cauterizacién (Sham-s/V) y con cauterizacion de las arterias verlebrales (Sham-V), presentaron Jatencias de
escape similares entre si y un ligero retraso en la reduccion de las mismas a través de los dias de prueba, en
comparacién con Jos Sanos. B: Los animales sometidos a isquemia y tratados sélo con el vehiculo (Veh)
mostraron latencias de escape significativamente mas largas que tas de los animales Sham, en tanto que las
ratas tratadas con P4 o con THP tuvieron latencias de escape similares a las de los animales Sham. * p<0.05 en
comparacion con el grupo de animales Sanos (A) o con los Sham (B). Prueba U de Mann-Whitney.
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FIGURA 10. Distancias recorridas (Promedios * E.E.) por las ratas de los grupos testigo (A) o experimentales
(B), en cada uno de los 6 dias de prucba para localizar la plataforma en el laberinto acudtico de Morris.  A: Los
animales sham sin cauterizacién (Sham-s/V) y con cauterizacién de las arterias vertebrales (Sham-V),
recorrieron distancias similares entre si y con respecto a tas de los Sanos.  B: Los animales sometidos a isquemia
y tratados sélo con el vehjculo (Veh) recorrieron distancias significativamente mas largas que los animales
Sham, que no se redujeron con los dias de prueba. Las ratas tratadas con P4 o con THP recorrieron distancias
similares a las de los animales Sham y la distancia recorrida por el grupo P4 fue menor, en el dia 5, con respecto

al grupo Veh.

* p<0.05 Veh vs Sham; + p<0.05 P4 vs Veh. Prueba U de Mann-Whitney.



Velocidad de nado.

La velocidad de nado en Jos animales Sanos difirié entre los dias de prueba (p<0.01),
observindose mayores velocidades (p<0.05) en los dias 2 al 5 con respecto al dia 1 (Fig. 11A). En los
animales Sham-s/V, hubo una tendencia a aumentar la velocidad de nado en los dias posteriores al dia
1, con diferencias estadisticamente significativas entre los dias 4 y 6 (p<0.05). En los animales Sham-
V, la velocidad de nado en el dia 6 fue menor con respecto al dfa 2 (p<0.05).

E] andlisis de la velocidad de nado (ANOVA de mediciones repetidas, F=10.844; p=0.001)
mostré una diferencia significativa entre estos 3 grupos. La velocidad de nado del grupo sham-V
tendidé a ser menor que la del grupo sham-s/V (Fig 11A), pero soélo difirié significativamente en el 6°
dia de prueba (p<0.05). La velocidad del grupo sham-V fue en general significativamente menor que
la del grupo Sano (p<0.05 en los dias 2, 3 y 5; p<0.01 en los dias 4 y 6). Sélo en el dia 4, la velocidad
de nado de los animales Sham-s/V fue menor que la de los Sanos (p<0.01).

Tomando al grupo Sham (n=10) en su conjunto, no se encontrd ninguna diferencia en la
velocidad de nado de este grupo entre los 6 dias de prueba (Fig. 11B). En forma similar, en los grupos
sometidos a isquemia y tratados con Veh, con P4 o con THP no se encontraron diferencias en la
velocidad de nado entre los dias de prueba, a excepcidn del grupo tratado con THP en que la velocidad
fue mayor en el dia 3 con respecto al 6 (p<0.03).

No se encontraron diferencias significativas entre los 4 grupos al comparar este parametro con
el ANOVA de mediciones repetidas. Las comparaciones intergrupales sélo mostraron una mayor

velocidad de nado del grupo Veh con respecto al Sham en el 2° dia de prueba (p<0.05).

Estrategia de biisqueda de [a plataforma

En los ensayos efectuados en los dfas | y 2, las ratas de los grupos Sanos, Sham, P4 y THP
realizaron una trayectoria de nado por la zona periférica del laberinto acudtico (tigmotaxis), en tanto
que en los ensayos de los dias siguientes (3-6) sus recorridos fueron predominantemente en Ja zona
correspondiente a Jos dos anillos concéntricos intemos, de acuerdo con la divisién conceptual del

laberinto, con mayor posibilidad de Jocalizar la plataforma.
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FIGURA 11. Velocidad de nado (Promedios + E.E.) por las ratzs de los grupos testigo (A) o experimentales (B),
en cada uno de los 6 dias de prueba en el laberinto de Morris. A: Los animales Sham-V presentaron una menor
velocidad que el grupo Sham-s/V (en el dia 6) y que ¢l grupo Sanos (en los dias 2-6). En e} dia 4, la velocidad de
los animales Sham-s/V fue menor que Ja de los Sanos. B: El grupo Veh presenté una mayor velocidad de nado que

el grupo Sham, en e] dia 2 de prueba.
*p<0.01 Sham-s/V vs Sanos.

A: * p<0.05 ** p<0.01 Sham-V vs Sanos; + p<0.05 Sham-V vs Sham-s/V;
B: * p<0.05 Veh vs Sham. Prueba U de Mann-Whitney.
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En cambio, los animales del grupo Veh, tuvieron desplazamientos con tigmotaxis persistente
en los diferentes dias de prueba, o bien presentaron trayectorias variables a través de los dias, en las
que, ain interndndose en el laberinto, no llegaron a la plataforma, o bien llegaron al azar, como lo
demuestra la inconsistencia para localizarla en los dfas de prueba sucesivos (Fig. 12).

La evaluacién cuantitativa mediante los indices de recorrido interno/periférico, mostré que los
indices variaron significativamente entre los dias de prueba sucesivos en los grupos Sham-s/V, Sham-
V y Sanos (p<0.01), con incremento del recorrido en el interior en relacién con la periferia del
laberinto. En los animales Sham-s/V y Sham-V, la diferencia con respecto al dia 1 fue significativa
(p<0.05) a partir del dia 3. Del dfa 3 al 6 no hubo diferencias en este pardmetro. En el grupo de
animales Sanos el indice de recorrido interno/periférico también aument6 en fos dias sucesivos, siendo
diferente con respecto al dia 1 (p<0.05) desde el dia 2 (Fig 13A). No se encontraron diferencias en este
pardmetro entre los tres grupos al hacer la comparacion global ni en la comparacién dfa a dia.

Cada uno de los 4 grupos experimentales presentd diferencias significativas en este pardmetro
a través de los dfas de prueba (Sham y P4: p<0.001; Veh y THP: p<0.01). Los {ndices de recorrido
interno/periférico aumentaron progresivamente y desde el dia 3, o el 4 en el caso de THP, fueron
significativamente mayores que en el dia 1 (p<0.01 en el grupo Sham; p<0.05 en los grupos Veh, THP
y P4) (Fig. 13B).

Los indices de recorrido interno/periférico difirieron entre los 4 grupos (ANOVA de
mediciones repetidas, F=3.052; p<0.05). La diferencia estuvo dada por el menor recorrido interno del
grupo Veh con respecto al Sham en los dias 4 y S (p<0.05), asi como el mayor recorrido interno del
grupo P4 en comparacién con el Veh (p<0.05), en particular en el dia 6 (p<0.05). Los indices de
recorrido interno/periférico de los animales de los grupos P4 y THP fueron similares a los de los Sham

(Fig. 13B).
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FIGURAI2. Estrategia de blisqueda de la plataforma oculta en el laberinto acuatico de Morris. Trazos
representativos de las trayectorias recorridas por las ratas de los grupos experimentales, durante los seis dias de
prueba. En el trazo del primer dia para cada grupo, se muestra con un pequeiio cuadrado la posicién de la
plataforma durante las pruebas. En todos los grupos, a excepcién del Veh, se redujo la tigmotaxis en los dias
sucesivos en favor de una trayectoria hacia el interior dej Jaberinto, que les permitioé localizar ia plataforma.
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FIGURA 13. Estrategia de blsqueda de 12 plataforma en el laberinto acudtico de Morris. Indices de recorrido
interno/periférico (Promedios * EE) de las ratas de los grupos testigo (A) o experimentales (B). A y B: En todos
los grupos aumenté el recorrido interno con los dias de prueba. B: Este aumento fue significativamente menor en
el grupo Veh con respecto al Sham; por otra parte, el grupo tratado con P4 tuvo un mayor recorrido intemo que
el grupo Veh,  * p<0.05 Veh vs Sham; + p<0.05 P4 vs Veh. Prueba U de Mann-Whitney.
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Memoria Espacial

Latencia al primer pase y niimero de pases por el sitio donde se encontraba la

plataforma; porcentaje de tiempo en el cuadrante de la plataforma

En la prueba de transferencia, los animales de los tres grupos testigo difirieron entre sf
(p<0.01) en la latencia al primer pase sobre el sitio en donde se encontraba la plataforma en los 6 dias
de entrenamiento, diferencia dada por la mayor latencia del grupo Sham-V (p<0.01) y del Sham-s/V
(p<0.05) en comparacién con los Sanos (Fig. 14A). No hubo diferencia significativa entre los dos
grupos sham. También difirieron los tres grupos entre si en el nimero de pases por el sitio que
ocupaba la plataforma (p<0.05), diferencia dada porque los animales del grupo Sham-s/V pasaron
significativamente menos veces por ese sitio (p<0.05), que los Sanos (Fig. 15A). No hubo diferencia
entre estos tres grupos testigo, en el porcentaje de tiempo que pasaron en ¢l cuadrante de la plataforma
(Fig. 16A).

Al comparar los cuatro grupos experimentales, sélo se encontré una mayor latencia de] grupo
Veh al primer pase por el sitio de la plataforma (p<0.05) con respecto al Sham (Fig. 14B). Aunque se
encontré una tendencia en el grupo Veh y en menor grado en ¢l grupo THP, a pasar menos veces por
el sitio de la plataforma en comparacién con el grupo Sham, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos en este parametro (Fig. 15B), ni en el tiempo que permanecieron en ¢l
cuadrante de la plataforma (Fig. 16B). Sin embargo, es importante resaltar que én los animales del
grupo Veh s6lo 2 de los 7 pasaron mas de una vez por el sitio de la plataforma, en tanto que 4 de los 7
tratados con P4, 3 de los 6 tratados con THP y 8 de los 10 Sham regresaron mas de una vez a buscar la
plataforma. Ademas, llama la atencién que algunas de las ratas tratadas con Veh, que s6lo pasaron una
vez por el sitio de la plataforma, ain con latencias cortas no regresaban al sitio, lo que sugiere
alteraciones de su memoria espacial, en contraste con aquellas del grupo tratado con P4 que mostraron
iusistencia en el sitio de la plataforma; por otra parte, varios de ios animales tratados con P4 o THP,
que no pasaron por el sitio de la plataforma o sélo pasaron una vez en los 30 seg. de prueba, fueron

animales que en la fase de aprendizaje tenian latencias de escape cercanas o mayores a 30 seg.
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FIGURA 14. Latencia al primer pase por el sitio previamente ocupado por la plataforma (promedios + EEM), de
las ratas de los grupos testigo (A) o experimentales (B) durante fa prueba de transferencia en el laberinto
acudtico de Morris. A: Los grupos Sham-s/V y Sham-V presentaron mayores latencias que los Sanos. B: El
grupo Veh tuvo latencias mas largas que las del grupo Sham. * p<0.05; ** p<0.01 en comparacjén con el grupo
de animales Sanos (A) o ¢on los Sham (B). Prueba U de Mann-Whitney.
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FIGURA 15. Numero de veces (Promedio * EE) que pasaron por el sitio previamente ocupado por la
plataforma, las ratas de los grupos testigo (A) o experimentales (B) durante ja prueba de transferencia en el
laberinto acuatico de Morris. A: Las ratas del grupo Sham-s/V pasaron menos veces por el sitio, que los Sanos.
B: No hubo diferencias en este pardmetro entre los grupos experinmentates. * p<0.05 en comparacién con los

Sanos.
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FIGURA 16. Porcentaje de tiempo que permanecieron en el cuadrante en donde previamente se encontraba la
plataforma, en relacién al tiempo total de prueba (Promedios + E.E.), las ratas de los grupos testigo (A) o
experimentales (B) en la prueba de transferencia en el laberinto acuatico de Morris. No se encontré ninguna
diferencia significativa entre los grupos.
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Memoria de referencia y de trabajo

Tiempo de ejecucién

En el laberinto radial de Olton, los animales de los 3 grupos testigo (Sham-s/V, Sham-V y
Sano) en los dias sucesivos de prueba aprendieron a localizar los brazos que tenian atimento, de modo
que mostraron menores tiempos de ejecucion de la prueba (p<0.05) en los dias 6-10 que en fos dfas |-
5 (Fig. 17A). Al comparar los tiempos de ejecucion de los 3 grupos, no se encontraron diferencias
significativas entre ellos en ninguno de los dfas.

En los 4 grupos experimentales también se redujo el tiempo de gjecucion en los dias 6-10 con
respecto a los dias 1-5 (p<0.05). En los grupos Veh y THP se observé un retraso en la reduccién de los
tiempos de ejecucién de esta prueba, de modo que en los dias 4 y 5 se encontré una diferencia
significativa (p<0.01) entre los grupos, dada especialmente por el mayor tiempo de ejecucién de Jos
grupos Veh y THP en comparacién al Sham (p<0.05), en tanto que Jos animales tratados con P4
tuvieron tiempos de ejecucién similares a los de los animales Sham. En los siguientes djas no se

encontraron diferencias entre los cuatro grupos (Figura 17B).

Errores de referencia

De los 3 grupos testigo, aunque hubo una tendencia a disminuir el nimero de errores en los
dias sucesivos, sélo los animales del grupo Sanos tuvieron menor niimero de errores de referencia
(p<0.05) en el bloque 2 (dias 6-10) que en el ler bloque (dias 1-5) (Fig. 18A). No se encontraron
diferencias significativas entre los 3 grupos al comparar sus errores de referencia en cada uno de los

bloques.
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FIGURA 17. Tiempo de ejecucion de )a tarea (Promedio £ EEM) en el laberinto radial de ocho brazos de Olton,
de las ratas de los grupos testigo (A) y experimentales (B) a través de los 10 dias de prueba. A: En los tres
grupos testigo se redujo gradualmente el tiempo de ejecucion. B: Se observa un retraso en la reduccién de los
tiempos de ejecucién de los grupos Veh y THP, en tanto que el grupo tratado con P4 tuvo tiempos similares a los
del grupo Sham. + p<0.05 Veh vs Sham; * p<0.05 THP vs Sham. Prueba U de Mann-Whitney.
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En ninguno de los grupos experimentales se encontraron diferencias en el nimero de errores
de referencia del blogue 1 en comparacion con el bloque 2. De manera similar al tiempo de ejecucion,

en el bloque 1 se encontré diferencia entre los grupos (p<0.05), debida a un mayor nimero de errores

del grupo Veh y del grupo THP con respecto al Sham (p<0.05), mientras que el grupo tratado con P4
no fue diferente que el grupo Sham. Aunque el grupo Veh tuvo un nimero ligeramente mayor de
errores en los dfas del bloque 2 que los otros grupos, no se encontraron diferencias significativas entre

los 4 grupos al comparar sus errores de referencia en el blogue 2 (Fig. 18B).

Errores de trabajo

Al comparar Jos errores de trabajo de los 3 grupos testigo entre Jos bloques, sélo los animales
Sanos tuvieron menor numero de errores (p<0.05) en el bloque 2 en relacién al ler blogue (Fig. 19A).
No se encontraron diferencias significativas entre los 3 grupos al comparar sus errores de trabajo en
cada uno de los bloques.

Al igual que para los errores de referencia, en ninguno de los grupos experimentales se
encontraron diferencias en el nimero de errores de trabajo del bloque 2 en comparacion al bloque 1.

Por otra parte, tanto en el bloque 1 (p<0.01) como en ¢l 2 (p<0.05), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (Fig. 19B). En el bloque 1 la diferencia se debié a un
mayor nimero de errores de los grupos Veh y THP con respecto al Sham (p<0.01); asf como del grupo
P4 en comparacién con el Sham (p<0.05). En e) bloque 2 sélo el grupo Veh presenté mayor niimero de
errores de trabajo que el Sham (p<0.001), en tanto que los grupos P4 y THP no difirieron del grupo

Sham.

POBLACION DE NEURONAS PIRAMIDALES EN EL HIPOCAMPO

Las ratas que no fueron sometidas a ninguna manipulacién anestésico-quirdrgica (grupo de
animales Sanos) presentaron abundantes neuronas piramidales en las regiones CAl a CA4 del cuerno
de Ammon del hipocampo de los cortes histolégicos analizados. Las ratas de los grupos Sham-s/V'y
Sham-V presentaron poblacjones neuronales en general similares a las de los animales Sanos, sin

diferencias estadisticamente significativas (Fig. 20A).
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FIGURA 18. Numero de errores de referencia (Promedios + EE) cometidos por las ratas de Jos grupos testigo
{A) o experimentales (B) en los dias -5 (bloque 1) y 6-10 (bloque 2) de prueba en el laberinto radial de ocho
brazos de Olton. B: Se observa un mayor namero de errores en los grupos Veh y THP en comparacién con el
grupo Sham en el bloque 1, pero no en el 2. * p<0.05 en comparacion con el grupo Sham. Prueba U de Mann-
Whitney.
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FIGURA 19. Ndmero de errores de trabajo (Promedios + EEM) cometidos por las ratas de Jos grupos testigo (A)
o experimentales (B) en los dias 1-5 (bloque 1) y 6-10 (bloque 2) de prueba en el laberinto radial de ocho brazos
de Olton. B: Se observa un mayor ndmero de errores en los grupos Veh, P4 y THP en comparacién con €l grupo
Sham en el blogue 1, pero en el 2 s6lo el grupo Veh difiere del Sham. + p<0.05 en comparacién con ¢l bloque 1;
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 en comparacién con el grupo Sham. Prueba U de Mann-Whitney.



Las ratas de los grupos sometidos a isquemia, tratados con Veh, con P4 o con THP presentaron
en general una disminucién significativa de la poblacién de neuronas piramidales en las diferentes
regiones del cuerno de Ammon, con valores promedio significativamente menores que los de los
animales Sham (Fig. 20B). Sin embargo, se observé una gran variabilidad en la poblacién de neuronas
piramidales preservadas en las diferentes regiones del hipocampo, dentro de cada grupo. Imégenes

representativas de las regiones CA1 a CA4 de los diferentes grupos se presentan en las Figs. 21 y 22.

Tabla 2. Poblacién de neuronas piramidales (porcentaje en relacién al grupo Sham) presentes en las

diferentes regiones del cuerno de Ammon de las ratas de los diferentes grupos sometidos a isquemnia.

Grupo CAl CA2 CA3 CA4
Veh 26.6 ** 36.6 ¥+ 517 % 36.2 **
P4 21.0 ¥+ 3].8 ** 592 % 353 **
THP 30 ar 314 #* 67.5 * 60.2 *

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 vs. Sham (100%)

Prueba de Tukey sobre la poblacidn neuronal (No. de neuronas/campo).

En particular, en el grupo tratado con Veh se observé una severa despoblacién en las
diferentes regiones del cuerno de Ammon, en comparacién con el grupo Sham (CA1l: p<0.001; CA2:

p<0.00t; CA3: p<0.05; CA4: p<0.001) (Fig. 20B; Tabla 2).

En los grupos tratados con P4 o con THP, se observé igualmente una despoblacién severa en
las diferentes regiones en relacion al grupo Sham, que en el caso de THP fue menor en CA4 (CAl:
p<0.001; CA2: p<0.01; CA3: p<0.05; CA4: p<0.01 en el caso de P4 y p<0.05 en el caso de THP)
(Figs. 20B, 21 y 22; Tabla 2). En algunos animales tratados con progesterona se observé una
preservacién parcial de las neuronas piramidales de la regién CAl del hipocampo, conservando su

ubicacidn en una fila (Fig. 23).
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FIGURA 20. Poblacién de neuronas piramidales (Promedio + EEM) presentes en 4reas de 70 000 pm’ de las
regiones CAl, CA2, CA3 y CA4 del cuerno de Ammon del hipocampo de ratas de los grupos testigo (A) o
experimentales (B). A: Los grupos sometidos a maniobras simuladas (Sham-s/V y Sham-V) presentaron una
poblacién neuronal similar a la de los Sanos en las cuatro regiones estudiadas. B: Los grupos sometidos a isquemia
(Veh, P4 y THP) presentaron una despoblacién similar y significativa en las regiones CAl, CA2, CA3 y CA4 con
respecto al grupo Sham.

* p<0.05; ** p<0.01; + p<0.001.



FIGURA 21. Cortes coronales representativos de los cerebros de las ratas sometidas a la manipulacion sham
(Sham) o a isquemia cerebral global y tratadas con Veh, P4 o THP. A la izquierda, se muestran Jas diferentes
regiones que constituyen el cuerno de Ammon del hipocampo y a la derecha, la regién CA1 del hipocampo a
mayor amplificacion. Nétese la despoblacién severa y similar en CA1 en los animales de los grupos Veh, P4 y
THP con respecto a la del grupo Sham . Tincidn con violeta de cresilo. 40X y 400X respectivamente.



76

ham

FIGURA 22. Cortes coronales representativos de los cerebros de las ratas sometidas a la maniputacién sham
(Sham) o a isquemia global y tratadas con Veh, P4 o THP. Se muestran imagenes representativas de las regiones
CA2, CA3 y CA4. Notese la despoblacion parcial en CA2 y CA3, y CA4 en los animales de Jos grupos Veh, P4
y THP en comparacién al grupo Sham. Tincidn con violeta de cresilo. 400X.



77

FIGURA 23.. Cortes coronales del cerebro de una de las ratas sometidas a isquemia global y tratadas con P4. A
la izquierda, se muestran las diferentes regiones que constituyen el cuemo de Ammon del hipocampo y a la
derecha, la region CA1 del hipocampo a mayor amplificacion. Nétese la preservacion parcial de las neuronas
piramidales de la regién CAl del hipocampo, conservando su ubicacién en una fila. Tincién con violeta de
cresilo. 400X.
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10. DISCUSION.

En numerosos estudios se ha investigado el dafio provocado por isquemia cerebral global
aguda sobre la poblacién neuronal de las estructuras cerebrales vulnerables a la isquemia (en particular
del hipocampo) y sobre los indicadores de su estado funcional. No siempre se ha encontrado una
correlacion clara entre la pérdida neuronal en el hipocampo y las deficiencias del aprendizaje y la
memoria. Estas discrepancias se deben en parte a diferencias en el modelo empleado, diferencias en la
duracién y en la severidad del episodio de isquemia, asi como a diferencias en el tiempo post-isquemia
en el que se han realizado estas evaluaciones. De ahi que el objetivo de este trabajo fue evaluar a largo
plazo (3 meses post-isquemia) el efecto neuroprotector de la progesterona y de la alopregnanolona,
administradas después de un episodio de isquemia severa, sobre algunas de las alteraciones
funcionales del hipocampo y sobre la reduccion de la poblacién de neuronas piramidales de esta
estructura cerebral, resultantes de esta condicion.

MORTALIDAD

En el presente estudio, en forma similar a lo que ocurrié en los animales Sanos, no se presentd
mortalidad en los animales de los grupos Sham-s/V y Sham-V, lo que demuestra que la manipulacion
anestésico-quirurgica que implica el modelo de oclusion de los 4 vasos, sin provocar isquemia cerebral
global, e inclusive la cauterizacion permanente de las arterias vertebrales, no representa un riesgo para
la sobrevivencia de los animales. Ratas sometidas a manipulaciones quirlrgicas simuladas, con
cauterizacion de las arterias vertebrales (grupo Sham-V en este estudio), constituyen en la mayoria de
los estudios el grupo Sham o testigo experimental para evaluar los efectos de la isquemia. La
mortalidad que se reporta para este tipo de animales en esos estudios también es nula (Herguido y cols,
1999,).

En contraste con los animales Sham, la isquemia provocé una alta mortalidad en los animales
tratados solo con vehiculo (77%). Este valor coincide con los descritos por otros autores (70-84%)
cuando el periodo de isquemia que utilizan es severo y superior a 15 minutos (Herguido y cols, 1999;
Rosenbaum y cols, 1990). En algunos trabajos en los que el periodo de isquemia es menor a 15
minutos, la mortalidad es de alrededor del 50% (Pulsinelli y Brierley, 1979; Herguido y cols, 1999).

Un periodo de isquemia menor a 15 minutos tiene la ventaja de lograr mayor sobrevivencia de los
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animales, pero puede presentar la desventaja de que el dafio neuronal a la regiéon CA1 no sea suficiente
para evidenciar déficits funcionales de aprendizaje y memoria (Gionet y cols, 1991).

Entre los factores que determinan la mortalidad de los animales sometidos a isquemia se
encuentran los siguientes: el dafio excitotoxico primario y secundario que se puede manifestar como
crisis convulsivas en las primeras dos horas o hasta las 48 horas post-isquemia, especialmente luego de
una isquemia muy severa; y el aumento de la presion intracraneana dada por el edema intracelular e
intersticial, lo cual resulta en un dafio secundario por compresién del tejido cerebral y por compresion
de la microvasculatura, situacién que prolonga la isquemia. El hecho de que los animales tratados con
P4 o con THP hayan presentado una mortalidad significativamente menor a la de los animales tratados
con Veh coincide con lo observado en gatas sometidas a isquemia cerebral global por paro
cardiorrespiratorio (Cervantes M, Gonzalez-Vidal MD y Morali G, observaciones no publicadas) y en
ratas sometidas al modelo de isquemia por 4-VO (Montes y cols. manuscrito en preparacion), en las
que el tratamiento con P4 varios dias antes y después de la isquemia redujo significativamente la
mortalidad. En el presente estudio, el tratamiento con P4 y con THP comenzé a administrarse 15
minutos después de iniciarse la reperfusion post-isquemia, de modo que varios de los fenémenos
fisiopatolégicos que ocurren durante la isquemia y en los primeros minutos de la reperfusion ya
estaban presentes. Estos mecanismos incluyen el desbalance i6nico resultante de la falla de energia y
la excitotoxicidad mediada por el glutamato. Por lo tanto, es posible que la P4 y la THP administradas
post-isquemia, hayan interferido mas bien con el progreso de los mecanismos fisiopatolégicos ya
iniciados (excitotoxicidad) o hayan impedido o reducido la magnitud de fenémenos subsecuentes
(edema cerebral) que contribuyen en mayor grado a la mortalidad. Los efectos de estas progestinas
pueden atribuirse a la modulacién positiva de los receptores GABA 4 (Majewska,1992; Mahesh y cols,
1996; Frye y Scalise, 2000) y a la modulacién negativa de los receptores NMDA (Smith, 1991;
Lockhart y cols, 2002), que reducen la excitabilidad neuronal y con ello la actividad epileptoide (Frye
y Scalise, 2000; Hoffman y cols, 2003). También se ha descrito la reduccion por P4 o THP del edema
cerebral a través de varios mecanismos que incluyen la interferencia con los mecanismos idnicos
responsables del edema citotoxico, asi como la reducciéon de la formacidon de moléculas
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proinflamatorias como la interleucina 1f (IL-1B), el factor de crecimiento transformante B2 (TGF-f2)
y 1aNOS-2 (Betz y Coester, 1990; Limmroth y cols, 1996; Wright y cols, 2001; Gibson y cols, 2005).

La isquemia cerebral indujo en los animales tratados con Veh, un deterioro de la ejecucion en
las pruebas realizadas, con un curso temporal diferente al de los animales Sanos y los Sham, con
persistencia de latencias largas y recorridos largos en el laberinto acudtico de Morris (indicativos de
alteraciones en el aprendizaje espacial), asi como de errores en la memoria de trabajo en el laberinto
radial de Olton, en dias de prueba en los que los Sanos y los Sham ya alcanzaban el valor minimo
observado, en estos pardmetros.

El hecho de que en el laberinto de Morris, la velocidad de nado no haya diferido entre los
animales de los grupos Veh y Sham, significa que las mayores latencias de escape y distancias
recorridas del grupo Veh no fueron debidas a alteraciones motoras provocadas por la isquemia y que
hubieran persistido tres meses post-isquemia. Otros autores tampoco han encontrado diferencias en la
velocidad de nado entre los animales Sham y los sometidos a isquemia (Nunn y cols, 1994; Block,
1999). De este modo, las latencias de escape largas asi como las mayores distancias recorridas se
pueden atribuir més bien a alteraciones en las estrategias de busqueda de la plataforma en los
diferentes dias de prueba, las cuales se manifestaron como trayectorias variables con recorridos tanto
internos como periféricos al azar, o con un mayor recorrido periférico en comparacién con el grupo
Sham. Estas alteraciones coinciden con las que se han descrito previamente por varios autores en
estudios a corto plazo (menos de 30 dias post-isquemia) (Nunn y cols, 1994; Olsen y cols, 1994;
Hartman y cols, 2005) y en estudios a largo plazo (Nelson y cols, 1997; Nakatomi y cols, 2002).

Igualmente, en el laberinto de Olton, los animales sometidos a isquemia y tratados con Veh
mostraron mas errores de referencia y de trabajo que los Sham en los dias 1-5 (bloque 1) y esta
diferencia persistié en los dias 6-10 (bloque 2) para los errores de trabajo, lo que indica sus
alteraciones en la memoria. Esto coincide con estudios de otros autores en periodos de observacion
mas largos (65 dias consecutivos a partir del dia 30 post-isquemia) en cuanto a que la memoria de
trabajo, pero no la de referencia, permanece alterada en los animales sometidos a isquemia en

comparacion con los animales sham (Volpe y cols, 1984).
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El que persista la diferencia en el nimero de errores de trabajo pero no de referencia con
respecto al grupo Sham puede deberse, como se ha sugerido, a que la memoria de referencia es un reto
menor para la rata que la de trabajo, por la asociacién que hace el animal entre la presencia del
alimento como reforzador en brazos que no cambian con respecto a las claves espaciales que también
son constantes. En cambio, se considera que, el que la secuencia de visita de los diferentes brazos no
sea la misma en los dias sucesivos, hace mas dificil para la rata el recordar qué brazos ya visitd
(memoria de trabajo) (Volpe y cols, 1984; Volpe y cols, 1989). Es importante sefialar que el tiempo
en el que se ejecute la tarea de localizar los brazos con alimento, es un factor que influye sobre el
numero de errores de trabajo cometidos. Asi, en estudios de otros autores utilizando una variante del
laberinto radial para evaluar la memoria de trabajo en la que la rata debe recordar a corto plazo (luego
de 10 seg) vs. mediano plazo (luego de un retardo de 5 min), qué brazo ya visitd, se ha encontrado que
ratas con lesién del hipocampo dorsal pueden realizar mejor la tarea a corto plazo que a mediano plazo
(Lee y Kesner, 2003), En el presente estudio, cabe mencionar que, si bien no se analizé en forma
cuantitativa la memoria de corto vs. mediano plazo, se observé que cuando las ratas sometidas a
isquemia terminaban la eleccidn de los 5 brazos con alimento, en tiempos cortos (menos de 1 minuto),
cometian menos errores de trabajo que cuando transcurrian tiempos mayores. Esto pudiera indicar la
mejor integracién de su memoria a corto, que a mediano plazo.

En contraste, el tratamiento con P4 o con THP se asoci6é con una ejecucion similar a la del
grupo Sham en el laberinto de Morris, con latencias de escape, distancias recorridas y estrategias de
bisqueda de la plataforma similares; asi como en el laberinto radial de Olton, como lo indica el
numero de errores de trabajo similar al del grupo sham en los dias 6-10 (bloque 2), en tanto que este
numero de errores en el grupo Veh seguia siendo mayor. La similitud de los resultados entre los
grupos Sham, P4 y THP muestra el efecto neuroprotector parcial de estos tratamientos sobre la
integridad funcional del hipocampo al reducir las alteraciones del aprendizaje espacial, asi como de la
memoria de referencia y de trabajo.

Las alteraciones funcionales en los animales sometidos a isquemia y tratados con Veh
estuvieron asociadas con una despoblacién severa de la regiéon CAl del hipocampo; la despoblacion de

esta zona luego de un episodio de isquemia severo ha sido descrita por varios autores coincidiendo con



82

la mayor vulnerabilidad a la isquemia que se ha descrito para esta regién. En el presente estudio,
ademds de la region CAl, se observo despoblacion severa en las regiones CA2, CA3 y CA4, hecho
que ha sido descrito por otros autores cuando se somete a los animales a una isquemia severa de mas
de 20 minutos.

En ]a mayoria de los trabajos en los que se encuentran alteraciones funcionales en los animales
sometidos a isquemia, se describe una correlacion entre la pérdida neuronal en la regién CAl del
hipocampo y los déficits de aprendizaje espacial. No obstante, cuando el dafio neuronal de CAl es
parcial (menor al 70%, dado generalmente por periodos de isquemia menores a 15 minutos) la relacion
es pobre y variable; la relacién es clara cuando la despoblacion de CA1 es mayor al 70% (Hodges y
cols, 1997; Nelson y cols, 1997; Block, 1999).

Por otra parte Nelson y cols. (1997) describieron que ademas del dafio en CAl, existe dafio
significativo en CA3 en ratas sometidas a un periodo de isquemia de 20 minutos; ellos observaron que
las deficiencias en el laberinto acudtico eran mdaximas cuando habia dafio en CAl y CA3 y
propusieron que el dafio a CA3 tenia un efecto aditivo al de CAl. Los resultados del presente estudio
coinciden con los de estos autores puesto que los animales del grupo Veh que tuvieron mayor pérdida
neuronal tanto en CAl como en CA3 son los que mostraron mayores deficiencias en el laberinto
acudtico. Cabe mencionar que algunos de los animales de este grupo mostraron alteraciones en el
laberinto acudtico pese a no haber tenido despoblacién severa en CAl, pero si en CA3. Estos
resultados sugieren un papel importante de la region CA3, ademds de CAl, en el aprendizaje espacial.
Estudios con lesiones neurotéxicas en la region CA3 han mostrado alteraciones en las evaluaciones
hechas en el laberinto acuatico (Handelmann y Olton, 1981; Jarrard, 1997). Ademads, en un modelo
propuesto por Redish y Touretzky (1998), se sugiere que las rutas aprendidas en el laberinto acuético
son almacenadas en las conexiones colaterales recurrentes de las neuronas piramidales de CA3. Las
alteraciones de la memoria de referencia y de la memoria de trabajo en los animales tratados con Veh
también estuvieron asociadas a la despoblacién severa en CAl y/o en CA3. Otros autores han
observado alteraciones en la memoria de referencia y de trabajo también en relacién con pérdida
neuronal en CAl y en menor grado en CA3, en ratas sometidas a isquemia (Volpe y cols. 1984), en

ratas con lesion en CA3 por 4cido kainico (Handelmann y Olton, 1981) o con lesiones en la fimbria-
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fornix (Olton, 1984). Estos datos indican la participacion de la regién CA3, ademas de CAl, en estos
tipos de memoria.

De manera similar a otros autores (Schmidt-Kastner y Freund, 1991; Matsuyama y cols,
1993), ademas de la severa despoblaciéon de CAl y CA3, la isquemia global provoc una despoblacién
significativa en la region CA4. No obstante que se ha reconocido a las neuronas de CA4 como muy
vulnerables a la isquemia, en particular aquellas positivas a somatostatina (Johansen y cols, 1987;
Matsuyama y cols, 1993), su papel en el aprendizaje espacial no se ha determinado ampliamente. Sin
embargo, en la opinién de algunos autores (Nelson y cols, 1997) es necesario examinar la relacién
entre las deficiencias del aprendizaje espacial y la pérdida de neuronas no piramidales en CA4 que
pudiera también afectar la ejecucion en pruebas cognoscitivas. Otro factor que pudiera afectar la
ejecucion de los animales en la prueba de Morris es el dafio de édreas extrahipocampicas (cuerpo
estriado, corteza cerebral) que puede ocurrir luego de una isquemia severa (Pulsinelli y Brierley, 1979;
Smith y cols, 1984; Cervantes y cols, 2002) y que participan en el aprendizaje espacial (Djebaili y
cols, 2004).

En el presente trabajo, en los animales tratados con Veh, la despoblacién severa de las
diferentes regiones del hipocampo fue la esperada puesto que no hubo oposicion a los diversos
mecanismos fisiopatologicos desencadenados por la isquemia como el que hubiera ocurrido a través
de una intervencion terapéutica de neuroproteccion. Por otra parte, los mecanismos endégenos que
pudieran oponerse a los mecanismos de dafio desencadenados por el periodo de isquemia severo de 20
minutos, tampoco impidieron la muerte neuronal masiva en el hipocampo. Ademds, el hecho de que la
despoblacion del hipocampo de los animales de este grupo se haya relacionado con alteraciones
funcionales después de 3 meses, indica que por su parte, los mecanismos plasticos de reparacién no
fueron suficientes para recuperar la integridad funcional de los circuitos alterados. Probablemente en
la escasa poblacion de células sobrevivientes del grupo Veh, las alteraciones neuroquimicas,
electrofisiologicas o citoarquitectdnicas que han sido descritas luego de un episodio de isquemia (Hori
y Carpenter 1994; Matesic y Lin, 1994; Corbett y Nurse, 1998) fueron permanentes e impidieron una
reconexion de los circuitos alterados, que en su caso, pudiera haber sido compatible con las funciones

en las que participa el hipocampo.
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En los animales tratados con Progesterona o alopregnanolona, pese a que su ejecucion en las
pruebas de aprendizaje y memoria fue en la mayoria de los pardmetros, similar a la de los animales
Sham, se encontrd una despoblacién neuronal severa en las diferentes regiones del hipocampo, similar
a la de los animales tratados con Veh. Esto pudo deberse a que los tratamientos fueron administrados
15 min después de iniciada la reperfusién, cuando los mecanismos tempranos de dafio inducidos por la
isquemia (despolarizacion andxica, excitotoxicidad por glutamato, inicio del dafio oxidativo) ya se
habian iniciado. Es posible que la administracién de P4 o de THP haya interferido més bien con el
progreso de estos mecanismos fisiopatologicos a través de la modulacién positiva de los receptores
GABA, (Mahesh y cols, 1996; Frye y Scalise, 2000), modulacién negativa de los receptores NMDA
(Smith, 1991; Lockhart y cols, 2002), interaccién con los receptores o (Bergeron y cols, 1996;
Schumacher y cols, 2000), o reduciendo la magnitud de fenémenos celulares anormales que
contribuyen adicionalmente al dafio y contra los cuales se han demostrado los efectos de estas
hormonas, tales como el edema cerebral (Betz y Coester, 1990; Limmroth y cols, 1996; Wright y cols,
2001; Gibson y cols, 2005), los efectos dafiinos de las especies reactivas de oxigeno (Roof y cols,
1997) y eventos celulares proapoptdticos al incrementar la proteina Bel-2 ((Nilsen y Brinton, 2002) y
disminuir la caspasa 3 (Djebaili y cols, 2004).

En un trabajo realizado previamente por nuestro grupo de trabajo en gatas en el que el
esquema de tratamiento incluy6 la administracién de la progesterona tanto pre- como post-isquemia,
se observé a los 14 dias post.isquemia una preservacion significativa de las regiones CA1, CA2, CA3
y CA4 del hipocampo (Gonzilez-Vidal, 1998), este esquema de administracién demostré ser exitoso
posiblemente por haber interferido con algunos de los mecanismos de dafio iniciales que ocurren
durante la isquemia o en las etapas tempranas de la reperfusion. En otro estudio realizado en el
laboratorio, se observé a los 21 dias post-isquemia una preservacion parcial pero significativa de las
neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA2 del hipocampo en ratas tratadas con progesterona a
partir de los 15 minutos después de un episodio de isquemia global (Moral{ y cols, 2005); aunque la
dosis y el esquema de administracién fueron similares a los del presente estudio, la mayor
preservacion neuronal en ese trabajo pudiera haberse debido a que el periodo de isquemia fue de

menor severidad (15 minutos) que la del presente estudio. Ademads, en los dos estudios citados la
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evaluacion histologica se realizé a los 14 y 21 dias post-isquemia respectivamente, en tanto que en el
presente estudio, se realizd aproximadamente 4 meses post-isquemia, al término de las evaluaciones
conductuales, existiendo la posibilidad de que la muerte neuronal haya continuado después de los 21
dias post-isquemia. Este fendmeno de muerte neuronal tardia adicional a la muerte masiva que ocurre
en los primeros dias después de la isquemia, ha sido descrito en diversos trabajos. Por ejemplo en
gerbos se ha observado que la hipotermia post-isquemia preserva 90% de las neuronas de CA1 cuando
se evalud a 30 dias, pero s6lo 70% cuando la evaluacién fue realizada a los 6 meses post-isquemia
(Colbourne y Corbett, 1995).

Dado que no se encontraron diferencias en la poblaciéon de neuronas piramidales en los
distintos campos del cuerno de Ammon del hipocampo entre los animales tratados con Veh, con P4 o
con THP, en contraste con la mejor ejecucion en las pruebas de aprendizaje y memoria de los grupos
tratados con estas hormonas, es razonable pensar que las funciones no sélo dependen del niimero de
neuronas remanentes sino de la manera como estdn organizadas. Otros autores también han
encontrado menores alteraciones del aprendizaje espacial en los animales tratados con progesterona
(post-lesion) luego de dafio traumatico a la corteza cerebral (Goss y cols, 2003) y luego de isquemia
focal, a pesar de no haberse reducido el volumen de la lesién y del infarto respectivamente.

Es posible que bajo las condiciones de severidad del episodio de isquemia utilizados en el
presente estudio, la dosis o el esquema de tratamiento con P4 o con THP no haya sido suficiente para
impedir la muerte neuronal. Sin embargo, la preservacion funcional sugiere que estos tratamientos
pudieron dar lugar a condiciones tisulares diferentes a las del grupo tratado sélo con Veh, que
permitieron no soélo reducir los procesos celulares de dafio sino que también promovieron procesos de
reparacién celular y de neuroplasticidad.

En relacién con lo anterior, se sabe que P4, disminuye la gliosis reactiva y la proliferacién de
astrocitos luego de dafio cerebral por lesion penetrante (Garcia-Estrada y cols, 1993), aumenta el
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en el hipocampo (Gibbs, 1999) y luego de dafio en la
medula espinal (Gonzalez y cols, 2004). Ademads tanto P4 como THP promueven la sintesis de mielina
después de dafio a nervios periféricos (Koenig y cols, 1995; Azcoitia y cols 2003;) y en el SNC

{(Ghoumari y cols, 2003; Ibafiez y cols, 2004). Estos efectos de P4 o THP, pudieran haberse sumado a
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los mecanismos enddgenos de recuperacidn; y en conjunto, favorecer la recuperacién pldstica de los
circuitos neuronales alterados permitiendo asi también la recuperacién funcional del hipocampo
mostrada en las pruebas de aprendizaje y memoria. De manera similar, se ha demostrado que la
infusion intraventricular de factores de crecimiento (factor de crecimiento de fifroblastos, FGF-2 y el
factor de crecimiento epidermal, EGF) promueve la sinaptogénesis y reduce las deficiencias del
aprendizaje y memoria espaciales provocadas por la isquemia (Nakatomi y cols, 2002).

Otra posibilidad de la recuperacién funcional en los animales tratados con P4 o con THP con
respecto a los de Veh, es la participacidn de otras estructuras cerebrales diferentes al hipocampo en el
aprendizaje y la memoria. Se ha reportado en estudios con lesién al hipocampo y/o a la corteza
prefrontal que una vez que se provoca dafio al hipocampo, la corteza es capaz de mantener la memoria
de trabajo a corto plazo (10 segundos) evaluada en el laberinto radial de Olton, pero no a mediano
plazo (5 minutos), en tanto que el hipocampo es capaz de mantener la ejecuciéon de ambas tareas, a

pesar de la lesion permanente de la corteza (Lee y Kesner, 2003).

Los resultados obtenidos en los grupos testigo muestran que los procedimientos anestésico-
quirtrgicos y/o la cauterizaciéon permanente de las arterias vertebrales a los que fueron sometidos los
animales de los grupos Sham-s/V y Sham-V provocaron sélo un discreto deterioro en algunos
indicadores de la integridad funcional del hipocampo (retraso de un dia en el aprendizaje espacial en
comparacion con los animales Sanos y aumento de la latencia de los Sham-V en comparacién con los
Sanos, para pasar por el sitio previamente ocupado por la plataforma en la prueba de transferencia)
pero en general no modificaron en forma significativa el aprendizaje y la memoria espaciales de los
animales, ni su memoria de referencia y de trabajo. En particular, la posible disminucién del flujo
sanguineo causada por la cauterizacién permanente a largo plazo de las arterias vertebrales, dos de las
cuatro principales arterias que llevan flujo sanguineo al cerebro, no parece haber sido suficiente para
provocar alteraciones funcionales severas (ni pérdida neuronal en el hipocampo). Aunque hay poca
informacion al respecto, existe la posibilidad de que el flujo sanguineo que persisti6 a través de las
cardtidas haya sido suficiente para compensar esta reduccién. Otros autores también han mostrado que

la cauterizacidn permanente de las arterias vertebrales no afecta la ejecucion de las ratas en el laberinto
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acudtico de Morris con respecto a los sanos (Nunn y cols, 1994), en tanto que la oclusién permanente
de las cardtidas provoca pérdida de neuronas piramidales en la region CAl del hipocampo y
alteraciones de la memoria (De la Torre y cols, 1993; Pappas y cols, 1996). Al parecer el grado de
hipoperfusién es el que determina que se manifieste dafio histoldgico y funcional ya que gerbos
sometidos durante 8 semanas a una reduccion del 25% del flujo sanguineo cerebral, muestran una
disminucion de la proteina MAP-2 vy alteraciones funcionales pese a no existir pérdida neuronal en el
hipocampo (Kudo y cols, 1990). Se puede considerar que en el presente estudio, en el caso del grupo
Sham-V no se presentaron alteraciones funcionales significativas debido a que el grado de
hipoperfusion fue bajo; sin embargo, no se puede descartar un posible dafio gradual mas lento que se
p’udiera manifestar en evaluaciones realizadas a mayor tiempo post-isquemia.

Queda por explorar si otras dosis de P4 o de THP, o bien otros esquemas de tratamiento post-
isquemia pudieran ser més efectivos para reducir la pérdida neuronal en el hipocampo que permita una
mejor recuperacion funcional. También resulta interesante estudiar como se encuentra reestructurada
la citoarquitectura neuronal de los animales tratados con P4 o con THP, que permitié la recuperacion

funcional mostrada en este trabajo.
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11. CONCLUSIONES

1. El episodio de isquemia cerebral global provocéd una alta mortalidad en las ratas del grupo
Veh. Las ratas que sobrevivieron el periodo de prueba post-isquemia (90 dias) presentaron una
despoblacion severa en el cuerno de Ammon del hipocampo que se asocié con alteraciones
significativas de su aprendizaje espacial y de la memoria de trabajo.

2. El tratamiento con P4 o con THP administrado luego de 15 minutos de iniciada la
reperfusiéon post-isquemia, como parte de sus efectos neuroprotectores, redujo significativamente la
mortalidad de los animales posiblemente al interferir con algunos de los mecanismos de dafio
provocados por la isquemia.

3. Estos tratamientos ejercieron un efecto neuroprotector parcial sobre la integridad funcional
del hipocampo, luego de un episodio de isquemia global, al reducir en forma significativa las
alteraciones del aprendizaje espacial y de la memoria de trabajo.

4. El efecto neuroprotector parcial de P4 y de THP sobre la integridad funcional del
hipocampo se puso de manifiesto pese a la despoblacién neuronal severa del cuerno de Ammon.

5. Lo anterior sugiere que el tratamiento con P4 o con THP pudo dar lugar a condiciones
tisulares que permitieron no sélo reducir los procesos celulares de dafio sino que también promovieron

procesos de reparacion celular y de neuroplasticidad.
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