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3.- Resumen

Titulo: Efectos de la cafeina en el desarrollo de la corteza cerebelar en un modelo experimental en

rata neonato sometidas a ambiente hiperdxico.

Antecedentes: La cafeina es una metilxantina utilizada ampliamente en los recién nacidos pretérmino
(RNP) en las unidades de cuidados intensivos neonatales de todo el mundo, como abordaje
terapéutico de la apnea de la prematuridad, la cual se presenta en el 85% de los menores de 34
semanas de gestacion y su incidencia es inversamente proporcional a la edad gestacional (EG). La
cafeina actua inhibiendo los receptores de adenosina, estimula la respiracion, reduce la frecuencia de
apneas, la necesidad de ventilacion mecanica y la incidencia de la displasia broncopulmonar (DBP),
patologia respiratoria mas frecuente en los RNP sobrevivientes que contribuye considerablemente en
la morbilidad y mortalidad de este vulnerable grupo de pacientes; la dosis estandar de cafeina
recomendada no siempre es suficiente para controlar los episodios de apnea, en muchos casos es
necesario repetir la dosis de impregnacion y/o elevar la dosis de mantenimiento, lamentablemente
tiene multiples efectos sistémicos y existe preocupacién por el riesgo neuroldgico potencial,
particularmente por la inhibiciébn de los receptores de adenosina, debido a que esta preserva los
niveles de ATP cerebral, por otro lado la administracion de cafeina incrementa el volumen minuto,
disminuye la presién parcial de biéxido de carbono (pCO,) y consecuentemente el flujo sanguineo

cerebral afectando estructuras vulnerables como cerebelo.

Es riesgo de desarrollar secuelas neuroldgicas en los RNP es elevado, mayormente presentan
alteraciones neuro-conductuales y motoras; hasta hace poco las lesiones supratentoriales cerebrales
fueron consideradas la principal causa, recientemente se ha encontrado evidencia que el dafio
cerebelar se asocia a profundas secuelas en el neurodesarrollo de los RNP sobrevivientes, la
complejidad y prolongada fase del desarrollo cerebelar lo convierten en un 6rgano altamente

vulnerable.

En los ultimos afios se ha incrementado la sobrevida de los RNP, en general presentan amplia
morbilidad relacionada con la prematurez y una de las estrategias terapéuticas empleadas en las salas
de cuidados intensivos neonatales es la administracion de cafeina desde los primeros dias de edad
postnatal, actualmente se propone su administracion en forma profilactica, sin embargo poco
conocemos acerca de sus efectos en la corteza del cerebelo inmaduro; el periodo perinatal es crucial y

decisivo en el correcto desarrollo ontogénico y repetidas dosis de cafeina pueden desencadenar



procesos neuroquimicos que alteren el desarrollo neurolégico, particularmente en estructuras

cerebelares.

Pregunta de investigacion: ¢Cudl es el efecto de la administracion temprana de cafeina sobre el
desarrollo de la corteza cerebelar en un modelo experimental en rata neonato sometidas a ambiente

hiperdxico?

Objetivo: Evaluar el efecto de la administracién de cafeina en el desarrollo de la corteza cerebelar en

un modelo experimental en rata heonato sometidas a ambiente hiperoxico.

Material y métodos: Experimento controlado, aleatorizado y cegado. Se aparearon 5 ratas Wistar, sus
crias se integraron en 3 grupos al azar (n=8 crias por grupo). Grupo 1.control negativo sin oxigeno y
sin intervencion. Grupo 2.cafeina a partir del dia 1 de edad postnatal (EP) se administré cafeina y
grupo 3.cafeina + oxigeno, se garantizé el nacimiento en ambiente hiperéxico (FiO2: 0.8), hasta el dia
7 de EP para emular al RNP y a partir del dia 1 de EP se administré cafeina. La cafeina se administré
via oral, impregnacion a 20 mg/Kg y del dia 2 al 14 de EP a 5 mg/Kg. Las crias se pesaron todos los
dias antes de la administracion de cafeina y fueron sacrificadas el dia 15 de EP, se preservaron los
cerebros en paraformaldehido al 3%, se incluyeron en parafina, se realizaron cortes de 4u con
micrétomo (American Optical ®), se montaron en portaobjetos codificados con lapiz de punta de
diamante y posteriormente se tifieron, para observacion, analisis y lectura por tres neuropatélogos,
quienes ignoraban a qué grupo pertenecian las laminillas. Se evalué el grosor de la capa granular
externa (CGE), capa molecular (CM) y se cuantificaron las células en migracion asi como las

caracteristicas de la citoarquitectura de la corteza cerebelosa de los diferentes grupos de estudio.

Andlisis estadistico: Se describen las medias y desviaciones estandar (DE) se compararon con un
andlisis de varianza (ANOVA) y posteriormente una prueba posthoc. Se considerd significancia
estadistica cuando el valor de p fue < 0.05 con intervalo de confianza del 95%. El analisis estadistico

se realiz6 en el programa SPSS version 22.

Recursos e infraestructura: El financiamiento de este proyecto se realizo por el CIBO IMSS y los
investigadores participantes. El bioterio de esta institucién cont6 con todas las condiciones necesarias

para su realizacion.

Experiencia del grupo: Todos los integrantes en esta investigacion han implementado un modelo
similar en ratas, demostrando experiencia en su manejo. La Dra. en Cs. Blanca Miriam Torres

Mendoza ha participado en proyectos con la implementacion de un modelo experimental de ratas. El



Dr. Genaro Gabriel, ha participado en los estudios histopatoldgicos en ratas. El MVZ David Garcia es
experto en el manejo quirdrgico de pequefias especies. El Bidlogo David Alejandro Carbajal ha
participado en la diseccion y en el modelo hiperéxico. En la implementacion del modelo teérico
neonatal la investigadora principal la Dra. en Cs. Lourdes Lemus Varela que ha realizado varios
estudios en modelos de rata y DBP. El grupo de trabajo tiene experiencia con anterioridad se ha

implementado el modelo.

Resultados: Encontramos retardo en la maduracién de la corteza cerebelosa, en las crias que
recibieron cafeina; confirmado por el grosor de la CGE: control negativo: 130+15um; grupo cafeina sin
oxigeno: 280+20um y grupo cafeina + oxigeno: 180+18uM de espesor (p<0.05); reduccion de la CM:
control negativo: 500+20 um; cafeina sin oxigeno: 280+25 um y cafeina + oxigeno: 440+22 pm
(p<0.05). Encontramos diferencia significativa en el nimero de hileras de células de la CGE; en el
control negativo: 3-4 hileras, en cafeina sin oxigeno: 7-8 hileras y cafeina + oxigeno: 5-6. En una
ventana de 600 pm? se cuantificaron las células en migracién obteniendo: control negativo: 50+5
células, cafeina sin oxigeno: 838 células; cafeina con oxigeno: 7245 células (p<0.05). Analizamos la
capa de células de Purkinje, no encontramos diferencia entre los grupos 1y 2; pero el grupo cafeina +
oxigeno mostré alteraciones que consistieron en: hipercromia, displasia, gliosis periférica y necrosis,
que reflejan degeneracion celular.En relacibn a los pesos de las crias, se encontré diferencia

significativa entre el grupo cafeina + oxigeno y el control (p < 0.02).

Discusion: Los cambios en grosor de la CGE y la CM de los 3 grupos tuvieron diferencia con
significancia estadistica con p <0.001; los grupos expuestos a la cafeina presentaron mayor espesor
en la CGE respecto al control, lo cual se correlaciona con menor actividad de migracion celular y
traduce inmadurez. La CM se encontr6 con mayor espesor en el grupo control. Estos cambios
inversamente proporcionales que sufren las capas de la corteza cerebelar se atribuyen a la
interrupcién del proceso de migracion celular posterior a la exposicion de la cafeina. Confirmado por la
cantidad de hileras y células en migracion que presentaron diferencia con significancia estadistica con

p <0.001 en los grupos expuestos a cafeina, en contraste con el control.

El desarrollo del cerebelo inicia desde fases tempranas de la gestacion, la fase mas critica se lleva a
cabo en el tercer trimestre, las células granulosas son las mas abundantes, en este periodo cursan con
gran actividad de diferenciacién, proliferacion y especialmente migracion, situacion de elevada
vulnerabilidad a diferentes situaciones ambientales toxicomanias maternas, farmacos, eventos
hipoxico-isquemicos, que ocasionan alto riesgo neuroldgico. Se ha demostrado que la cafeina reduce

la frecuencia e intensidad de los episodios de apnea, disminuye la incidencia de la displasia



broncopulmonar, facilita la extubacién, sin embargo persiste la preocupacién por los potenciales
efectos adversos en el sistema nervioso central, en el presente trabajo encontramos alteraciones del
proceso de migracién celular y sinaptogénesis, cambios estructurales en las células de Purkinje, que
en conjunto condicionan hipoplasia y atrofia cerebelar, alterando procesos de conexion cerebro-
cerebelo. El grupo expuesto a cafeina + oxigeno presenté dramaticos cambios en la citoarquitectura

que reflejan el efecto conjunto de la cafeina y del estrés oxidativo del oxigeno.

Los hallazgos histopatologicos del presente trabajo reflejan que los grupos expuestos a cafeina
presentan alteraciones importantes en la citoarquitectura del cerebelo en contraste con el grupo control
negativo. Aun quedan muchas preguntas que nos invitan a continuar investigando sobre los efectos de

la cafeina y la relacién entre funcién-estructura en el desarrollo del cerebelo.

Conclusiones: La administracién temprana de cafeina en el modelo experimental propuesto y con la
metodologia empleada; altera el proceso de proliferacion, diferenciacion y migracién celular, afectando
el desarrollo cerebelar y sus vias de conexién con otras estructuras en contraste con el grupo control,
lo cual representa elevado riesgo neuroldgico. El grupo cafeina + oxigeno present6 alteraciones en las

células de Purkinje atribuido a la sinergia entre el estrés oxidativo y la metilxantina administrada.



4.- Marco teorico

Los recién nacidos (RN) se clasifican por edad gestacional de acuerdo a las semanas de gestacion
(SDG), que se define como el periodo transcurrido desde su concepcion hasta su nacimiento, se
expresa en semanas lunares y dias completos, asi mismo, la edad gestacional se puede estimar por
métodos clinicos como el Usher, Capurro, Ballard y Ballard modificado para los mas prematuros, En
forma general se considera recién nacido pretérmino (RNP) al nacimiento antes de las 37 SDG, la
organizacion mundial de la salud; los clasifica en subcategorias :RNP extremos <28 semanas, RN muy

prematuros de 28 a 32 semanas y RNP moderados 32 a 34 y RNP tardios 34 a 37 semanas. “?°

Globalmente nacen 15 millones de RNP al afio, representan 10 a 11% de todos los hacimientos. La
incidencia de prematurez se relaciona con el nivel de desarrollo de cada pais, en Europa es del 6.2%,
en Norte América 10.6% y en paises econOmicamente emergentes, la incidencia de nacimientos
pretérmino se eleva considerablemente; fluctia entre 15 y 24%. La prematurez es la principal causa

de mortalidad neonatal y la segunda de mortalidad infantil.*

Gracias a los grandes avances humanos y tecnoldgicos en los cuidados intensivos neonatales en los
Ultimos afios, cada vez sobreviven mas RNP, los neonatélogos en todo el mundo encaran
cotidianamente un reto terapéutico mayor debido a la elevada incidencia en morbilidad que resulta en
estancias hospitalarias prolongadas, reingresos frecuentes, alteraciones en el neurodesarrollo, ademas

de incremento en costos de atencion y desestabilizacion en el nacleo familiar. °

Paralelamente al incremento en la sobrevida de los RNP, se ha incrementado la incidencia de
complicaciones , las mas frecuentes asociado a patologias respiratorias que representan la morbilidad
mas frecuente en este grupo de pacientes, como el sindrome de dificultad respiratoria (SDR), la apnea
de la prematuridad y la displasia broncopulmonar (DBP), como consecuencia cronoldgica de

aparicion.®

Se ha documentado que en el tercer trimestre de la gestacion, los movimientos respiratorios fetales se
limitan al suefio de movimientos oculares rapidos (REM por sus siglas en inglés: rapideyemovement), y
cesan durante el suefio no REM, debido a que predominan las vias inhibitorias descendentes del
centro generador del ritmo respiratorio medular, pero una vez superada la transicion fetal a neonatal y
en condiciones fisiologicas el patron respiratorio postnatal se torna ritmico, constante y dependiente de

la interaccion y balance neuromuscular. "8



Los RNP cursan con inmadurez neuroldgica central, debilidad de la musculatura respiratoria, ineficacia
de la adaptacién respiratoria postnatal tras la supresion de la oxigenacion trasplacentaria; aunado a un
pulmén con escaso desarrollo alveolar, déficit de sintesis de surfactante, aumento del grosor de la
membrana alveolocapilar, desarrollo incompleto de la capa muscular arteriolar, disminuciéon de la
densidad capilar, asi como hiposensibilidad de quimiorreceptores que en conjunto incrementan el

riesgo para desarrollar problemas respiratorios. **

La apnea de la prematuridad, es un trastorno del desarrollo que refleja inmadurez del sistema nervioso
central, especificamente del grupo de neuronas situadas en la medula oblongata que conforman los
grupos respiratorios ventral y dorsal, es atribuido a la disminucibn en el nimero de sinapsis,
arborizacion de las dendritas y a la mielinizacién incompleta, asi como inmadurez de la funcion y

respuesta de los quimoreceptores. °

La incidencia de la apnea de la prematuridad es inversamente proporcional a la edad gestacional (EG)
del neonato, se ha informado que el 54% de los RNP de 30 a 31 SDG presentan episodios de apnea,
el 77% de ellos inician en los primeros dos dias de edad postnatal. En los RNP de 32 a 33 SDG se
presenta en el 15%, y disminuye a 7% en los RNP de 34 a 35 SDG; sin embargo, en los RNP < 28
SDG y/o < 1000 g de peso, mas del 90% presentan episodios de apnea que incrementan el riesgo de

dafio neurolégico en esta vulnerable poblacion. ****

La apnea de la prematuridad se clasifica en: central, obstructiva y mixta*? cuanto méas frecuentes y
profundos son los eventos de apnea en el RNP, mayor sera la exposiciobn a hipoxia crénica

intermitente.®

El abordaje terapéutico de la apnea de la prematuridad comprende la ventilacién no invasiva como la
presion positiva continua a las vias aéreas (CPAP por sus siglas en inglés) y la ventilacién con presion
positiva intermitente nasal (NIPPV por sus siglas en inglés), la posicion en decubito prono y el
tratamiento farmacol6gico con cafeina, los cuales han demostrado de acuerdo a la mejor evidencia

cientifica disponible; eficacia en el control de las apneas. **

La cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina), es un alcaloide natural que se encuentra en los granos de café, en
las hojas de té, en los granos de cacao y en muchas otras plantas, asi mismo puede producirse
sintéticamente. En forma general la cafeina es la sustancia farmacol6gicamente activa mas

frecuentemente ingerida en el mundo. *°

El descubrimiento del café tuvo lugar en el siglo V, por los pastores yemenitas quienes observaron que

las cabras, que comian los frutos del cafeto eran mas agiles e inquietas, se cultivé por primera vez en
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Etiopia, en el siglo XV se desarrollé la técnica de tostar y moler los granos de café y el consumo de los
productos con cafeina se expandié rapidamente por todo el mundo. Friedrich Ferdinand Runge, aislé la
cafeina del café en 1819 y del té en 1827, pero su estructura quimica no se describié hasta 1875 por

E. Fischer, en el siglo XIV Sufis, fue el primero en utilizar cafeina por sus efectos farmacolégicos. *°

La cafeina y otros alcaloides metilxantinicos, como la teobromina (3,7- dimetilxantina) y la teofilina
(1,3-dimetilxantina), son derivados del grupo de las xantinas, por su semejanza a las purinas, y actla
como antagonista selectivo del receptor A,, de la adenosina y como antagonista no selectivo del
receptor Aj, su accién es modulada por neurotransmisores como noradrenalina, dopamina, serotonina,
acetilcolina, glutamina y acido gama amino butirico (GABA), incrementa el monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) y el monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), incrementa la quimio sensibilidad al CO,,
la contractilidad diafragmatica, produce broncodilatacién, por tanto, previene y disminuye los episodios
de apnea del prematuro, los dias bajo soporte ventilatorio y la falla en la extubacion; asi mismo reduce
la incidencia de displasia broncopulmonar, retinopatia del prematuro y requerimientos de cierre
quirurgico de conducto arterioso;sin embargo se asocia a incremento en el metabolismo y consumo de

oxigeno y reduce el flujo sanguineo cerebral y mesentérico.*®*" 8

De acuerdo a la farmacocinética de la cafeina se absorbe rapida y completamente en el tracto
intestinal, posee biodisponibilidad del 100%, alcanza la maxima concentracion plasmatica entre 30 a
45 minutos posterior a su administracion. Tiene un volumen de distribucion de 0.6-0.7 L/kg, atraviesa la

barrera hematoencefélica y placentaria. *°

La cafeina presenta una cinética de eliminacion del tipo Michaelis-Menten, resulta en una
farmacocinética no lineal a dosis altas por saturacidon enzimatica. La isoenzima del citocromo P-450
(CYP) hepatico, subfamilia 15, gen 2 (CYP1A2) metaboliza por desmetilacién la mayor parte de la
cafeina (95%), transformandola en paraxantina (85%), teobromina (10%) y teofilina (5%).
Posteriormente se metaboliza también por la CYP1A2 en monoxantinas, que serdn sustrato de la
xantinaoxidasa. Intervienen de forma minoritaria otras enzimas como la CYP2E1, y CYP3A3. Se han
descrito hasta 25 metabolitos. Sélo entre un 1-2% de la dosis ingerida de cafeina se excreta sin
cambios en orina. En los RNP, tanto el metabolismo como la tasa de depuracién de cafeina estan
disminuidos, la vida media es de 72-96 h, puede administrarse via oral o intravenosa,'® y la dosis
estandar recomendada es 20 mg/Kg para impregnacion y 5 mg/Kg dosis de mantenimiento cada 24 h,
en caso de respuesta clinica insuficiente, se ha recomendado dosis de re-impregnacién de 10 a 20

mg/Kg.

11



La cafeina tiene efectos sistémicos, a nivel cardiovascular provoca aumento de la presion arterial,
efecto cronotrépico e inotropico positivo por inhibicibn de los receptores adenosinicos cardiacos,
resultando arritmias, taquicardia y extrasistoles. A nivel neuromuscular mejora el rendimiento fisico
porque produce vasodilatacion a nivel muscular, aumenta la respuesta contractil al estimulo nervioso.
En el sistema gastrointestinal puede producir nausea, vOmito irritacibn gastrica, enterocolitis
necrosante, sangrado de tubo digestivo, estimula las contracciones de la vesicula biliar, relaja la
musculatura lisa de las vias biliares, estimula la secrecion acida géastrica ademas genera aumento
dosis-dependiente del colesterol total, HDL, LDL y de los triglicéridos, aunque parece que este
incremento no es clinicamente relevante. Existen resultados contradictorios del efecto que produce la
cafeina sobre la sensibilidad a la insulina, se presentan hipoglucemias e hiperglucemias. A nivel renal

tiene un efecto diurético con tolerancia a largo plazo.*®

Existe preocupacion acerca del impacto negativo que las dosis diarias de cafeina podrian ocasionar en
el desarrollo del sistema nervioso central del RNP. La cafeina inhibe los receptores de adenosina y se
ha demostrado que, esta sustancia protege al cerebro de la falla energética y de la muerte celular o
apoptosis ocasionadas por ejemplo por episodios hipoxico - isquémicos, desafortunadamente se

desconocen los efectos a largo plazo de los RNP tratados con cafeina.'’*®

La ontogénesis perinatal del sistema nervioso se caracteriza por intensa diferenciacion celular y
formacion de receptores, depende de procesos claves como la proliferacion, diferenciacion y migracion
neuronal. Las estructuras y células nerviosas derivan del ectodermo, la notocorda induce la formacién
de la placa neural, posteriormente la placa neural se convierte en surco y tubo neural. Una vez que el
tubo neural esta formado, las células neuro-epiteliales, futuras neuronas y células de glia, en la zona
subventricular, migran masivamente para constituir la corteza cerebral. Finalmente, una vez que las
neuronas alcanzan su posicion definitiva, requieren cancelar el programa migratorio y continuar su

diferenciacion hasta alcanzar las caracteristicas morfoldgicas y funcionales que les corresponden.

Los RNP presentan inmadurez del sistema nervioso, si bien la neurogénesis cortical y la migracion se
han completado, la ramificacion axonal y dendritica contindan, y la sinaptogénesis apenas comienza.
Cuando el RNP alcanza la EG correspondiente al termino; la sustancia blanca ha incrementado cinco

veces Y la gris cuatro veces, el plegamiento cortical comienza y esencialmente termina.?

La vulnerabilidad neurolégica del RNP puede incrementarse por malnutricion, infeccion, mdultiples
factores ambientales, téxicos o farmacos como la cafeina que si bien ha demostrado beneficios
inmediatos como el cese de episodios de apnea y mediatos como la disminucién de la incidencia de

DBP y retinopatia severa, persiste preocupacién por sus efectos que podrian alterar procesos
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neuroquimicos en el cerebelo en desarrollo, atribuido a la inhibicién de los receptores de la adenosina

y a los cambios en el flujo sanguineo cerebral 2

, ademas estudios electrofisioldgicos han demostrado
gue el hipocampo es particularmente sensible a los efectos inhibitorios de la adenosina y se ha
documentado que el receptor A; ejerce neuroproteccién por reducir la liberacion de neurotransmisoras

excitatorios y la cafeina lo antagoniza. %

El dafio o lesion cerebral es una complicacion frecuente en el RNP, ocasiona secuelas neuromotoras,
cognitivas y de conducta irreversibles, hasta hace poco la mayor parte de las investigaciones
relacionadas se dirigian al cerebro, particularmente a dafio de la sustancia blanca infartos y
hemorragias supratentoriales, sin embargo, recientemente se ha encontrado evidencia que el dafio

cerebelar se asocia a profundas secuelas en el neurodesarrollo. %

Tradicionalmente el cerebelo se ha considerado estructura primaria motora, encargada de la
coordinacién y control de movimientos, sin embargo en la Ultima década se ha reconocido que el
cerebelo desempefia tareas fundamentales de alto orden: modula importantes circuitos corticales
cerebro-cerebelares, funciones cognitivas, motoras, socio-afectivas; grandes avances en neuroimagen,
neuropatologia y neurogenética han ampliado el conocimiento acerca de la estructura en bloques
celulares del cerebelo, funciones precisas, procesos trans-sinapticos, asi como el origen de lesiones

tanto del desarrollo como adquiridas. %

La embriogénesis e histogénesis del cerebelo es un proceso muy complejo programado y determinado
por un gran nimero de genes y comprende cuatro pasos basicos: caracterizacién celular, formacion de
dos compartimentos por la proliferacion de células de Purkinje y células granulosas, migracién hacia el
interior de células granulosas y diferenciacion de neuronas del cerebelo. La ocurrencia de dafio en el
vulnerable e inmaduro cerebelo del RNP puede tener serias implicaciones neurocognitivas en el

futuro.??

El cerebelo se desarrolla en un largo periodo que inicia a la cuarta semana de gestacién y se extiende
hasta 20 meses de edad postnatal, sin embargo el mayor desarrollo del cerebelo, diferente a otras
estructuras cerebrales que se desarrollan en etapas tempranas de la gestacién, ocurre en el tercer
trimestre de la gestacion, el volumen cerebelar incrementa 3.5 veces de las 28 a 40 semanas de
gestacion y 30 veces en su area de superficie; debido a la expansion de la capa de células granulosas
en la corteza cerebelar, dicha expansion es mediada por las células de Purkinje a través de la proteina
Sonic Hedgehog. Este periodo critico de desarrollo, es complejo, programado, preciso y vulnerable a
insultos potenciales capaces de interrumpir el correcto curso de dicho desarrollo y ocasionar dafio

profundo en el neurodesarrollo. %°
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Las células primarias cerebelares, son las células de Purkinje y sus nucleos, (dentado, emboliforme y
globoso), inician su desarrollo en la edad gestacional temprana y las células granulosas aparecen poco
después y representan a las células mas numerosas en el sistema nervioso y las mas vulnerables en
el tercer trimestre de la gestacion, especialmente a potenciales agentes dafiinos, tales como episodios
hipdxicos, toxinas, farmacos y factores ambientales. Otras poblaciones celulares cerebelares, como las
células estrelladas o células en canasta, también pueden ser afectadas y perder su capacidad de
intercomunicacion celular y conexiones reciprocas entre cerebro y cerebelo debido a lesiones
cerebelares primarias. La mielinizacion cerebelar ocurre en direccion caudal a craneal a las 30 a 31
SDG, al término de la gestacion el ndcleo dentado esta completamente mielinizado y después del

nacimiento ocurre rapida mielinizacion que incluye a los pedinculos cerebelares medios. *°

La proliferaciéon y migracion de las células granulosas es un periodo critico en el cual se establecen
patrones de conectividad neural, a las 20 SDG se extienden axones desde el nucleo olivar del cerebelo
y a las 34 SDG ascienden dendritas de las células de Purkinje, en un proceso que continua hasta la
EP. Se ha informado que eventos hipdxico - isquémicos perinatales y la administracion de
corticoesteroides postnatales, reducen la proliferacion de células granulosas, favorecen apoptosis y
disminucion del numero de células de Purkinje, situacion que dafia la formacion de la capa de células

granulosas y por tanto las futuras conexiones corticales. ?°

Los modelos animales son fundamentales en la investigacion biomédica o preclinica. El ratén y la rata
son los modelos experimentales mas utilizados en el campo de la investigacién basica mundial, debido
a que el99 % de sus genes; poseen contraparte humana, son relativamente econémicos de criar,
mantener, se pueden reproducir rapidamente y no tienen variabilidad genética. Su fisiologia y genética
han sido estudiadas en profundidad, y pueden ser comparados con humanos facilmente. Las crias de
rata Wistar nacen normalmente a finales de la fase sacular pulmonar y en pleno proceso de desarrollo
del sistema nervioso central.Existen varias cepas. En las ratas las 2 cepas mas utilizadas son
Sprague-Dawley y Wistar. La rata Wistar es una mamifero albino hibrido, fue la primera cepa de rata
desarrollada para emplear como modelo animal en multiples experimentos, tiene un ciclo reproductor
poliéstrico continuo de 4-5 dias. Alcanza la pubertad a los 70-80 dias de vida, con un peso de 200 a
250g, y mantiene una capacidad de concebir 18-20 veces. La duracion de la gestacion es de 21-22
dias, con camadas de 7-14 crias por parto. Generalmente es muy buena madre, al nacimiento esta
muy al pendiente de sus crias, las lame para retirar membranas placentarias, estimular su respiracion
y otros reflejos (miccion y defecacion), sin embargo uno de los principales problemas es el canibalismo
de madres jovenes de colonias de reciente creacion hacia sus crias, la conducta maternal de la

hembra es provocada por cambios hormonales (estrégeno, progesterona, oxitocina y prolactina) y
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factores ambientales pueden alterar o inhibir esta conducta por lo que no es tipico de la madre matar a
sus crias.?"?®*?°Las crias de esta rata a su nacimiento al dia 21 a 22 de la gestacién cumplen con
caracteristicas anatomicas y fisiolégicas que semejan a un RNP de 32-33 SDG, por lo que la convierte

en un modelo ideal, para el presente y otros trabajos de investigacion.
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5.- Antecedentes

En la literatura se han reportado distintos estudios con cafeina, el principal esel "CAP" (caffeine for
apnea of prematurity, por sus siglas en inglés) ensayo clinico controlado y aleatorizado en el que
incluyeron 2006 RNP con peso al nacer entre 500 y 1,250 g, asignados al azar para recibir cafeina o
placebo en los primeros 10 dias de vida, encontraron que de los 963 sobrevivientes del grupo cafeina,
el 36% desarroll6 DBP, contra el 47% en el grupo placebo (p<0.001), (OR: 0.63, IC 95%: 0.52-0.76).
Ademads, el soporte ventilatorio fue descontinuado mas tempranamente en el grupo de cafeina que en
el grupo placebo (p<0.001), con lo cual recientemente se ha propuesto su administracion temprana o

en forma profilactica.*

En el seguimiento de este estudio (CAP) se inform6 mejor evolucion neurocognitiva en el seguimiento
a 18 y 21 meses de los pacientes que recibieron cafeina en contraste con los que recibieron placebo,
fue menor la incidencia de paralisis cerebral (4.4% grupo cafeina versus 7.3% grupo placebo) y
concluyeron que la cafeina mejora sobrevida sin alteraciones en el neurodesarrollo, *'sin embargo
continuaron el seguimiento de la misma cohorte y se report6 tanto a los 18 meses como a los 5 afios
de edad el grupo cafeina no mantuvo la asociacién a mejor evoluciéon neurocognitiva. *’El Gltimo
estudio de seguimiento publicado en 2017, se evaluaron a los pacientes en edad escolar, a los once
afos después de la administracion de cafeina y del placebo, concluye que no encontraron disminucion
significativa en el rango académico, en actividades motoras o alteraciones en el comportamiento, pero
si fue asociado a disminucién del riesgo de alteraciones motoras, que atribuyen en parte a que el
grupo cafeina requiri6 menor tiempo de ventilaciobn mecénica y menor presion media de vias aéreas,

los cuales son predictores de pobre pronostico neurolégico . *®

En una revision sistematica sobre el uso temprano de cafeina en recién nacidos de bajo peso, se
comparo el uso de cafeina temprana en los primeros 2 dias versus el inicio tardio de cafeina después
de los 3 dias de vida, se contrastaron 5 estudios que reunieron 59,136 pacientes encontraron para la
variable muerte: OR 0.902; 95% (IC 0.828-0.98; P=0.019) a favor de cafeina (3.8% versus 4.2%), y
para displasia broncopulmonar; OR 0.507; 95% (IC 0.396 - 0.648; P<0.001) (20.0% versus 34.6%) a

favor del inicio temprano de cafeina.*

En relacién a la cafeina se ha reportado que los receptores de adenosina propagan neuroinflamacion,
y la cafeina actia como protector al regular la liberacion de glutamato y atenda la microglia activada y
la diferenciacion del precursor de oligodendrocitos en el hipocampo en algunos modelos animales, ** %

ademas posee efectos inmunomoduladores; disminuye la liberacion del factor de necrosis tumoral alfa

16



(TNF-a) y de la interleucina-10 (IL-10), mediante diferentes mecanismos. En concreto la comprension
de los distintos efectos moduladores de las citocinas, resulta relevante en el contexto del desarrollo de

la displasia broncopulmonar y otras morbilidades relacionadas con inflamacion en los RNP. %37

Estudios postmortem revelan elevada incidencia de perdida neuronal y/o gliosis en el nucleo olivar y
dentado de pacientes con hemorragia cerebelar en contraste con controles sin hemorragia cerebelar,
se ha reportado necrosis del nucleo dentado el cual se encuentra entre los hemisferios cerebelares y
desempefia funciones neurolégicas fundamentales. *° McPherson y su grupo realizaron un ensayo
clinico en el cual administraron cafeina en las primeras 24 h de edad postnatal a RNP < 30 SDG, al
azar recibieron dosis de impregnacion estandar (20 mg/Kg) o dosis alta 80 mg/Kg y encontraron que
en el grupo de RNP que recibieron dosis alta de cafeina (80 mg/Kg) presentaron mayor incidencia de
hemorragia cerebelar (36 versus 10%, p=0.02), asi como mayores manifestaciones de dafio

neuroldgico, particularmente motoras.*®
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6.- Planteamiento del problema

La cafeina es uno de los farmacos mas utilizados en las unidades de cuidados intensivos neonatales
en todo el mundo, es el estandar de oro farmacologico para la apnea de la prematuridad,
recientemente se ha recomendado la administracion temprana o profilactica sustentado en la
disminucion de la incidencia de DBP y menor tiempo de requerimiento ventilatorio, sin embargo, existe
controversia en la seguridad del farmaco sobre su inicio en las primeras horas de edad postnatal, las
dosis utilizadas y su duracién, particularmente debido a que se desconocen los efectos de la cafeina
en el desarrollo cerebelar en el RNP, que ademas se encuentra desde su nacimiento expuesto a FiO2
variable. Es por ello que se plantea la siguiente pregunta de Investigacion:

¢, Cudl es el efecto de la administracion temprana de cafeina sobre el desarrollo de la corteza

cerebelar en un modelo experimental en rata neonato sometidas a ambiente hiperéxico?
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7.- Justificacion

La sobrevida de los RNP se ha incrementado gracias a los avances médicos, tecnoldgicos e
infraestructura en los Ultimos afios. Cada vez nos enfrentamos a recién nacidos de menor EG y menor
peso corporal los cuales presentan elevada morbilidad. La interrupcién del desarrollo pulmonar y
cerebral debido al nacimiento pretérmino representa uno de los principales problemas que encaran los
RNP. Una de las entidades patologicas relacionadas con la inmadurez es la apnea de la prematuridad;
cuya incidencia es inversamente proporcional a la EG. La cafeina pertenece al grupo de las
metilxantinas y se ha utilizado universalmente en los ultimos 40 afios para el tratamiento de esta
patologia y mediante ensayos clinicos controlados y aleatorizados se ha demostrado que disminuye
los episodios de apnea, los dias bajo soporte ventilatorio y la falla en la extubacién; asi mismo reduce
la incidencia de displasia broncopulmonar, retinopatia del prematuro y requerimientos de cierre
quirargico de conducto arterioso; sin embargo existe preocupacion por los efectos adversos en el
desarrollo neuroldgico, en especial del cerebelo de esta vulnerable poblacion.

Se estima que en el mundo nacen alrededor de 15 millones de RNP, mas de un millén de ellos mueren
cada afo, y muchos de los que sobreviven presentan alteraciones neurocognitivas. Los neonatélogos
en todo el mundo enfrentan cotidianamente un reto terapéutico mayor; no so6lo porque en la ultima
década se ha incrementado la sobrevida de los RNP, sino también por su elevada morbilidad que
resulta en estancias hospitalarias prolongadas, reingresos frecuentes, dificultades en la ganancia
ponderal y alteraciones en el neurodesarrollo, consecuentemente incremento significativo en los costos

de la atencion.
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8.- Hipotesis

Hipotesis alterna:
La administracion temprana de cafeina en los primeros 15 dias de edad postnatal; en crias de rata
Wistar altera el desarrollo de la corteza del cerebelo, reduce el nimero y altera las caracteristicas de

las células de Purkinje, ademés disminuye la migracién celular.

Hipotesis nula:
La administracion temprana de cafeina no altera el desarrollo de la corteza del cerebelo, no reduce el
namero y no altera las caracteristicas de las células de Purkinje y no produce disminuciéon en la

migracion.
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9.- Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la administracién temprana de cafeina en el desarrollo de la corteza cerebelar en

un modelo experimental.
Objetivos especificos:

a) Cuantificar el grosor de la capa granular externa (CGE) en los diferentes grupos de estudio.

b) Cuantificar el grosor de la capa molecular (CM) en los diferentes grupos de estudio.

c) Cuantificar células en migracién de la CGE en los diferentes grupos de estudio

d) Determinar las caracteristicas de la citoarquitectura de la corteza cerebelosa a los 15 dias
postnatales de los diferentes grupos de estudio (células de Purkinje)

e) Determinar la relacion del peso de las crias y la intervencion farmacolégica entre los diferentes

grupos de estudio.
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10.- Material y métodos

Disefio de estudio: Experimental, aleatorizado y cegado.

Lugar donde se realiz6 el proyecto: En el Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO)
del Instituto Mexicano del Seguro Social. Guadalajara, Jalisco, México.

Universo de estudio: 24 crias recién nacidas de la cepa Wistar, todos los animales empleados en
este estudio fueron proporcionados por el laboratorio de crianza y reproduccion de animales para
experimentacion del bioterio del CIBO, IMSS.

Criterios
Criterios de inclusién: Fueron incluidas al estudio las crias de rata Wistar sanas.
Criterios de exclusién: Fueron excluidas para el analisis del estudio las crias que murieron durante el

experimento.

Célculo muestral:

Para el calculo del tamafio de muestra se consideré el nUmero de repeticiones necesarias en una
probabilidad dada, para obtener un resultado significativo en estudios experimentales, ** en este tipo de
estudios no es necesario realizar calculo de tamafio de muestra, ya que éste fue establecido con base
en la homogeneidad genética de las cepas utilizadas, asi como en los lineamientos para el desarrollo
del modelo o roedores, esto fue asentado por Hayashi y colaboradores en el afio 2000, de manera
consensuada, se establecié que se deben tener al menos 5 miembros por grupo de trabajo y de éstos
contar con al menos 4 muestras analizables por grupo; dichos lineamientos fueron respetados en el

presente estudio. *?

Descripcion general del estudio:

Se realizdé un estudio experimental, aleatorizado y cegado, con modelo experimental (crias de rata
Wistar) los cuales fueron proporcionados por el laboratorio de crianza y reproduccién de animales para
experimentacién. Se aparearon 5 ratas hembras Wistar, se verifico todos los dias siguientes al
apareamiento mediante un lavado vaginal la presencia de espermatozoides, y al ser positivo se conto
como primer dia de la gestacion. Las ratas gestantes se alojaron en jaulas de policarbonato de manera
individual y mantenidos en condiciones de bioterio con acceso a alimento especial (Purina ®) y agua
ad libitum, hasta el dia 21 - 22 de gestacién en que sucedié el nacimiento. Se integraron 3 grupos de

estudio al azar, con 8 crias cada uno:
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1. Control negativo: sin recibir ninguna intervencion.

2. Grupo intervencién cafeina: Se asignaron 8 crias a las cuales se les administré cafeina via
oral desde el dia 1 de EP inicialmente dosis de impregnacion a razén de 20 mg/Kg y a partir del

dia 2 al 14 de EP a 5 mg/Kg como dosis de mantenimiento.

3. Grupo intervencién cafeina + oxigeno: Se asignaron 8 crias, a las cuales se les garantiz6 su
nacimiento en ambiente hiperdxico con FiO; al 0.80%, para lo cual la rata gestante se coloc6 en
la camara hiperodxica a partir del dia 21 de gestacion debido a que el parto sucede en el dia 21-
22 de gestacion y se mantuvieron en ambiente hiperéxico hasta el dia 7 de EP, para emular al
recién nacido pretérmino humano. Ademas se les administré cafeina desde el dia 1 de EP,
inicialmente dosis de impregnacion a razén de 20 mg/Kg y a partir del dia 2 al 14 de EP a 5

mg/Kg como dosis de mantenimiento.

Las crias fueron separadas y asignadas de acuerdo a su grupo, se mantuvieron en jaulas de
policarbonato junto a la rata madre, se pesaron diario con una balanza Dhaus CS 200 ®. La cafeina
administrada fue donada por Chiesi ®, se respetaron los lineamientos de ética en la investigacion,
ninguno de los investigadores tenemos conflicto de interés. (Se anexa constancia en anexos). Las
dosis de cafeina fueron calculadas de acuerdo al peso corporal de la cria y la dosis requerida para
impregnacibn o mantenimiento, fue administrada via oral con una canula oroesofagica (Kent

Scientific®) semiflexible, curva y roma disefiada especialmente para crias de rata.

Al llegar al dia 15 de EP, las 24 crias de los 3 grupos fueron sacrificadas en el quiréfano del CIBO,
previa administracién de xylacina intramuscular analgésico sedante y relajante muscular a razén de 5
microgramos por Kg*, y posteriormente pentobarbital sédico intraperitoneal a razén de 25 mg/Kg “° .
Una vez confirmada la eutanasia de las crias se obtuvo el peso corporal, y mediante disecciéon con
tijeras y hojas de bisturi se obtuvo el cerebro, bajo la supervisién y apoyo del MVZ David Zeferino
Garcia Martinez, el cerebro disecado se lavé para eliminar sangre y detritus celulares en bufer de
fosfatos. Se fijaron por inmersion en solucién de paraformaldehido al 3% y en amortiguador de
fosfatos posteriormente fueron embebidos en parafina y se realizaron cortes de 4u con micrétomo
(American Optical ®), se montaron en portaobjetos codificados con lapiz de punta de diamante y
posteriormente fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, fueron observados en el fotomicroscopio
(AxiosKscope-Ziess ®) equipado con micrémetro Optico y analizador de imagenes (Image-pro ® Plus,

Media Cybernetics), se tomaron microfotografias. Las evaluaciones fueron realizadas con técnica
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interobservador por 3 médicos neuropatélogos quienes ignoraban a qué grupo pertenecian las
laminillas mismas que fueron previamente codificadas con lapiz de punta de diamante. Se utilizaron
aumentos 20 — 40X y se determind en los 3 grupos de estudio:

e Grosor de la CGE.

e Grosor de la CM.

e Cuantificacion de las células en migracion de la CGE en una ventana de 600 uM

cuadrados, en tres diferentes areas que fueron promediadas.
e Caracteristicas de la citoarquitectura de la corteza cerebelosa (células de Purkinje).

e Relacién del peso de las crias y la intervencién farmacologica.

El manejo de los animales y realizacion de las intervenciones experimentales tales como administracion
de medicamentos para sacrificio (xylacina y pentobarbital), diseccion del cerebro fueron supervisadas
por el MVZ David Zeferino Garcia; la diseccion del cerebelo fue realizada por el Dr. Genaro Gabriel
Ortiz.

Variables

Las variables de este estudio fueron las siguientes:

Independientes:

e Cafeina

e Administracién de oxigeno
Dependiente:

e Grosor de la CGE

e Grosor de laCM

e Células de Purkinje.

o Peso corporal

e Tiempo bajo ambiente enriquecido por oxigeno.
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Cuadrol. Operalizacién de las variables

Variables
independientes

Cafeina

Oxigeno

Variables
dependientes
Grosor de la CGE

Grosor de laCM

Células de Purkinje

Peso corporal

Tiempo bajo
ambiente
enriquecido por

oxigeno

Definiciéon operacional

Farmaco que inhibe los receptores
de adenosina, por tanto estimula la
respiracion.
Elemento  quimico, que se
administra como fraccion inspirada
de oxigeno.

Definicién operacional

Constituida por células granulares,
estructura fundamental de la

corteza cerebelar.

Presencia de células que forman la

capa molecular.

Célula neuronal bipolar que

representa las unidades

funcionales del cerebelo.

Es la cantidad de materia de un

cuerpo.

Periodo de tiempo medido en dias

en el cual se encontraran

sometidos a oxigeno.

Unidad
de medicion

Frecuencia

Frecuencia

Unidad
medicion

Espesor pm

Espesor/um

Frecuencia

Gramos y

miligramos

Dias

de

Escala

Cualitativa

Nominal

Cualitativa

Nominal

Escala

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cualitativa

Nominal

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

discontinua

Estadistica

No aplica

No aplica

Estadistica

Media,
Desviacion
estandar
ANOVA
PostHoc
Media,
Desviacion
estandar
ANOVA
PostHoc
Media,
Desviacion
estandar
de Student
Media,
Desviacion
estandar
ANOVA
PostHoc

Media



Analisis estadistico:

Los datos cuantitativos se presentaron como medias + desviacion estandar (DS). Las comparaciones
de los grupos se realizaron por analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente una prueba posthoc
entre los grupos. Utilizamos las pruebas de estadistica inferencial, t de Student para datos
paramétricos, Se considerd un valor con significancia estadistica cuando la p resulté< 0.05, con nivel
de confianza de 95%.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS (Statistical package for the social sciences, por sus siglas en
inglés) versién 22.
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11.- Aspectos éticos

El experimento fue realizado de acuerdo a las Normas Institucionales y Gubernamentales para el uso y
manejo ético de los animales de experimentacion (NOM-062-ZO0-2001).*’Todos los procedimientos
fueron conducidos de acuerdo a los lineamientos institucionales del CIBO, IMSS, y acorde con
aqguellos aprobados por los Institutos de Salud Nacional e Internacional, basados en la Ley General de
Salud y la NOM-008-SSA2-1993.* ** Al finalizar la fase experimental, los animales fueron entregados
a los responsables del bioterio; las ratas adultas no fueron sacrificadas, se sometieron a periodo de
lavado y de acuerdo a necesidades del bioterio podrian utilizarse en otros experimentos, las crias
después de ser sacrificadas y posterior a la diseccion del cerebro, se entregaron en bolsas de papel
de estraza y en bolsas amarillas para residuo bioldgico al personal responsable del bioterio quienes

decidieron el destino final.
Todos los participantes de este proyecto declaramos que no tenemos conflicto de interés.
Bioseguridad:

Las ratas gestantes y sus crias se alojaron en jaulas de policarbonato de manera individual y
mantenidas en condiciones de bioterio. En el presente proyecto NO se emplearon productos quimicos o
biologicos téxicos o de riesgo, ni material infecto contagioso, ni radioactivo que ponga en riesgo al
personal del bioterio, a los investigadores y en general personal del CIBO. Se cuenta con los permisos
ylo licencias oficiales. Las instalaciones y el equipo de los laboratorios involucrados se encuentran en
estado satisfactorio de operacion y fue adecuado para la realizacion de este trabajo. Los involucrados
en el proyecto, recibimos la capacitacion necesaria para trabajar con el material sefialado
anteriormente. Se mantuvieron las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y personal durante

el desarrollo del proyecto.
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12.-Recursos y financiamiento

El presente proyecto de investigacion se realiz6 en las instalaciones del CIBO IMSS, los recursos y la
infraestructura necesaria para la realizacién del proyecto fueron brindados por el Departamento de

Neurociencias.

Todos los animales del estudio fueron solicitados al bioterio del CIBO IMSS. EIl grupo de investigacion
participante cuenta con la experiencia necesaria para desarrollar todos los procedimientos
metodoldgicos planteados.

Recursos humanos:
» Residente de 2° afio de neonatologia
» Medico director y asesores clinicos del proyecto
» Asesor metodolégico

* Personal del laboratorio, Neurociencias del CIBO IMSS

Recursos fisicos:

* Instalaciones de CIBO

Recursos materiales papeleria:
» Léapices, Plumas
* Hojas (bitacora) de recoleccion de datos
» Hojas de papel blancas para impresion
+ Computadora y programas de cOmputo

* Impresoray tinta para impresion

28



Recursos materiales experimento:
» 5 ratas Wistar hembras y 24 crias
* Guantes
» Jeringas
» Jaula de polietileno
* Aserrin
* Alimento para ratas Purina ®
» Cémara hiperdxica
+ Tomas de oxigeno, borboteador
* Balanza Dhaus CS 200 ®
» Cénula oroesofagica Kent Scientific ®
* Oximetro ambiental
+ Cafeina Chiesi ®
*  Xylacina
* Pentobarbital
» Portaobjetos
* L&piz punta diamante
* Hojas de bisturi No5
» Gasas /hisopos
* Equipo de cirugia menor
» Paraformaldehido al 3%
*  Amortiguador de fosfatos
+ Parafina
* Hematoxilina y eosina
*  Micrétomo (American Optical ®)

» Fotomicroscopio (AxiosKscope-Ziess ®) equipado con micrémetro Optico y analizador de

imagenes (Image-pro ® Plus, Media Cybernetics)
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13.-Resultados

Se analizaron las laminillas de 24 crias recién nacidas de la cepa Wistar, con el fotomicroscopio
(AxiosKscope-Ziess ®) equipado con micrémetro Optico y analizador de imagenes (Image-pro ® Plus,
Media Cybernetics), de los tres grupos de estudio que se conformaron. Las medidas y desviaciones
estandar registradas del espesor de la capa granular externa para el control negativo: 130+15um;
grupo cafeina sin oxigeno: 280+20um y grupo cafeina + oxigeno: 180+18uM, y de la capa molecular
control negativo: 500+20 pum; cafeina sin oxigeno: 280+25 pum y cafeina + oxigeno: 440+22 pum
(Cuadro 2.)

Cuadro 2. Promedio y desviacion estandar del espesor de la capa granular externay la capa
molecular en los tres grupos. (n=24)

GRUPO ESPESOR CGE ESPESOR CM
Grupo 1: Control negativo 130£15um 500£20pm
Grupo 2: Cafeina 280£20um 280£25um
Grupo 3: Cafeina + oxigeno 180+18uM 440+£22pm

CGE: Capa Granular externa.
CM: Capa Molecular
P <0.001
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El espesor de la capa granular externa y capa molecular de los tres grupos de estudio se muestran en
las microfotografias representativas de los tres grupos de estudio, que permite comparar las

diferencias de espesor entre las capas y los grupos. (Figura 1.)

Figura 1.

Capa granulosa externa
a) control negativo

Figura 1.- Se muestra el espesor de las capas de la corteza cerebelar en los tres grupos de estudio.

La gréfica 1 muestra en forma esquemaética la diferencia significativa en el espesor en um de la CGE
entre los grupos de estudio con una p < 0.001, el grupo control aparece en color verde, el grupo

cafeina en azul y en rojo el grupo cafeina + oxigeno. (Grafica 1.)
En relacion a la capa molecular, igualmente se encontro diferencia significativa del grosor de la misma

expresado en um, entre los grupos de estudio con una p <0.001, tal como se muestra en forma
esquemaética en la Grafica 2.
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Gréafica 1. Espesor de la capa granular externa en los tres grupos (n=24)
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Grafica 2. Espesor de la capa molecular en los tres grupos (n=24)
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En relacién al conteo y evaluacion de las células, se revisaron tres ventanas de 600 pm? elegidas al
azar y fueron promediadas. Se analizaron las células en migracién de la CGE, se cuantificaron las
hileras de células. (Cuadro 3.) Encontramos diferencia significativa entre los grupos de estudio, el
grupo cafeina mostr6é 7-8 hileras de células y 83 +8 células en migracion, en contraste con el grupo
control quien present6 3-4 hileras y 50x5 células en migracién, ( p < 0.001) situacién que denota
interrupcién en el desarrollo; asi mismo el grupo cafeina mas oxigeno present6 5-6 hileras de células
y consecuentemente 72+5 que resulto significativo en contraste con el grupo control como se observa

esquematicamente en las gréficas 3y 4.

Cuadro3. Promedio y desviacion estandar del niumero de células en migracién en los tres

grupos (n=24)

GRUPO HILERAS DE CELULAS EN
CELULAS MIGRACION
Grupo 1: Control negativo 3-4 5015
Grupo 2: Cafeina 7-8 8318
Grupo 3: Cafeina + oxigeno 5-6 7245
P <0.001
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Hileras de células

Células en migracion

Grafica 3. Hileras de células de la capa granular externa en los tres grupos (n=24)
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Grafica 4. Células en migracion de la capa granular externa en los tres grupos (n=24)
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Los cambios mas importantes en la citoarquitectura se encontraron en las células de Purkinje, con
diferencia significativa en el grupo 3, cafeina + oxigeno en contraste con el control, encontramos
alteraciones considerables, tales como: displasia, hipercromacia nuclear, gliosis periférica y necrosis
celular, estos cambios reflejan degeneracion celular, tal como observamos en la microfotografia
representativa, claramente se observan nucleos hipercromaticos y en el centro muerte celular ( Figura

2.) No encontramos diferencia significativa entre los grupos 1y 2.

Figura 2. Células de Purkinje

Figura 2.- Se muestra displasia, nlcleos hipercrométicos y necrosis celular de las células de Purkiunje. .
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Respecto al seguimiento de los pesos de las crias durante los dias de intervencién; se obtuvo
la media de cada grupo y su desviacion estandar: grupo control 17.7 gr +0.8, grupo cafeina
17.7 g +0.8, y para el grupo cafeina + oxigeno 19.45 g + 1.3 Se compararon entre los
grupos, Yy encontramos diferencia significativa entre el grupo cafeina + oxigeno en contraste

con el control con una p < 0.02, tal como se muestra en la gréfica lineal. (Grafica 5.)

Grafica 5. Evolucion del peso de las crias durante las intervenciones (n=24)
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14.-Discusion

Los resultados encontrados fueron muy interesantes, se analizaron 24 cerebros de crias de
rata Wistar distribuidos al azar en 3 grupos de acuerdo a su intervencion. El analisis
histopatologico de las capas que componen la corteza cerebelosa, asi como las caracteristicas
o citoarquitectura de las células que la conforman, fue realizado con técnica interobservador y

se obtuvo kappa de 0.9.

Respecto al grosor de la CGE y la CM de los 3 grupos, encontramos diferencia con
significancia estadistica (p<0.001); fundamentada en los cambios de espesor expresada en um,
entre las capas de los grupos cafeina y cafeina + oxigeno en contraste con el grupo control, tal
como se observa en el cuadro 2 y en las graficas 1y 2, asi mismo se muestran microfotografias
representativas de la CGE y de la CM de los tres grupos, marcadas con el color
correspondiente a cada grupo de acuerdo a las gréaficas de barras: verde para el grupo control,
azul para el grupo cafeina y rojo para el grupo cafeina + oxigeno. Ambos grupos fueron
expuestos tempranamente a dicha metilxantina a dosis estandar y por el mismo periodo de
tiempo, encontramos la CGE con un mayor espesor en los grupos con la intervencién respecto
al control. La CM presenté mayor espesor en el grupo control, respecto a los de intervencion.
(Cuadro 2, figural, grafica 1). Las células granulosas son las células mas abundantes en el
periodo de desarrollo cerebelar y cursan con gran actividad de migracion, situaciéon que les
confiere extrema vulnerabilidad a diferentes cambios ambientales, como farmacos, productos
toxicos o drogas y episodios de hipoxia.?* Estos cambios de espesor que sufren las capas de la
corteza cerebelar son inversamente proporcionales al proceso de migraciéon y denotan

interrupcién o demora en el desarrollo y consecuentemente inmadurez.

El desarrollo cerebelar normal del RNP inicia en fases muy tempranas de la gestacién, desde
la semana 12 es posible delimitar los hemisferios cerebelares y el vermis,”**’ las células que
conforman la corteza cursan por diferentes procesos de diferenciacién, proliferacion y
migracion perfectamente "orquestados" durante la gestacién, hasta conformar la corteza
cerebelar madura. La capa molecular , contiene células estrelladas y en cesta, ademas de las
dendritas de las células de Purkinje y de Golgi tipo I, axones de células granulares conocidas
como fibras paralelas y proyecciones de la glia de Bergmann; La capa intermedia con cuerpos

neuronales de las células de Purkinje, y la capa granular, la capa mas interna contiene
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numerosas células granulares, Golgi Il y glomérulos complejos, nédulos sinapticos con axones
de fibras musgosas, axones de dendritas, de células de Golgi y dendritas de células
granulares.”® Para lograr esta conformacién de capas y conexiones complejas; el cerebelo
debe cursar la fase mas critica e importante de su desarrollo en el tercer trimestre de la
gestacion; en el cual las células migran y alcanzan su posicion definitiva.”* El dafio o
interrupcion del desarrollo cerebelar durante este complejo proceso; desencadenara secuelas
en la adquisicion de habilidades neurocognitivas, sociales y motoras. *"*® La prematurez se ha
asociado como uno de los factores de riesgo mejor documentados que ocasiona lesiones

cerebelares.®

La cafeina es la metilxantina mas estudiada en los Ultimos afios, existe gran entusiasmo por su
administracién en RN pretérmino y en forma temprana, debido a que ha demostrado reducir
necesidad de ventilacibn mecénica, asi como disminucion en la incidencia de displasia
broncopulmonar, sin embargo existe preocupacion por los potenciales efectos adversos
especialmente a nivel se sistema nervioso central en una poblacion de elevado riesgo
neurolégico mayormente por su inmadurez. Las metilxantinas alteran el sistema
monoaminérgico, el cual influye activamente en el proceso de migracion y sinaptogénesis,
ademas de disminuir las células de Purkinje, estrelladas y de canasta del cerebelo, con lo cual
altera procesos de conexién cerebro-cerebelo, cambios en el flujo sanguineo que condicionan

hipoxia-isquemia y dafio a las células de la capa granulosa y molecular.'®*"?

Las metilxantinas bloquean neurotransmisores con funciones protectoras, por tanto podria
incrementar el riesgo de apoptosis y dafio en la sustancia blanca, desarrollar infartos y

hemorragias cerebelares. '#2*?°

De acuerdo a los resultados del presente trabajo, la cafeina altera el periodo de desarrollo
cerebelar, disminuye la migracion célular, que reflejan el retardo en la maduraciéon de la
corteza cerebelosa, estos cambios en su desarrollo presentaran alteraciones en conexiones
motoras, frontales, parietales y sistema limbico de la corteza cerebelar como se demostré en
los estudios de Allin MP y Stoodley C.***’

Acerca de la cantidad de células, se cuantificaron tanto las hileras como el nimero de células
en migracion, en tres ventanas de 600 pm? las cuales fueron promediadas, y encontramos

diferencia con significancia estadistica (p <0.001) coincidioé en los grupos cafeina y cafeina +
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oxigeno, un mayor numero de células en migraciéon e hileras de las mismas, atribuido a la
interrupcion de esta fase del neurodesarrollo, lo cual traduce demora en el proceso de
proliferacion, diferenciacion y migracién, en comparaciéon con el grupo control que presentd
menos hileras y consecuentemente menos células en migracion. (Cuadro 3, grafica 3, grafica
4.), algunos informes han reportado con base a lo anterior que se altera el trofismo celular y la

sinaptogénesis. *

Las alteracion en las caracteristicas de la citoarquitectura mas representativa se encontraron
en las células de Purkinje, y con diferencia significativa en el grupo cafeina + oxigeno en
contraste con el grupo control. Los cuerpos de las células de Purkinje conforman la capa
intermedia de la corteza cerebelar, sus axones se proyectan hasta las capas granular,
molecular y posteriormente a la sustancia blanca para hacer sinapsis en los nucleos
intracerebelosos. Se consideran las células primarias cerebelares, e inician su desarrollo en las
primeras semanas de gestacion, y ayudaran a mediar a través de la proteina Sonic Hedgehog
la migracion de la capa de células granulosas.?® En el grupo expuesto a cafeina + oxigeno se
encontraron cambios tales como: displasia, hipercromacia nuclear, gliosis periférica y necrosis
celular, que podria atribuirse en parte a la sinergia entre el efecto de la cafeina y el dafio del
estrés oxidativo. Entre otras cosas estos cambios celulares podrian alterar las fases de
proliferacion, diferenciacion y migracién y sinaptogénesis, en diferentes linajes celulares
cerebelares. En conjunto; los hallazgos anteriormente comentados podrian explicar, al menos
en parte; el pobre prondstico neurolégico que observamos frecuentemente en pacientes

prematuros.®

Otro hallazgo interesante en nuestro experimento, fue el seguimiento del peso de las crias de
los 3 grupos durante los dias de intervencion ( grafica 5), contrario a lo que esperabamos
encontramos diferencia significativa entre el control negativo y el grupo cafeina + oxigeno, a
favor de mayor ganancia ponderal en este grupo, (p < 0.02), no obstante se ha informado en
estudios previos que uno de los efectos adversos de la cafeina es la disminuciéon en la
ganancia ponderal especialmente en las primeras 3 semanas posteriores al inicio del farmaco,
349 'y en el presente trabajo destaco que las crias con mayor ganancia ponderal fueron las
expuestas a oxigeno y cafeina en contraste con el control negativo, situacion que podria
atribuirse a que de acuerdo a la metodologia empleada en el presente trabajo, Unicamente
recibieron las intervenciones durante dos semanas y biolégicamente no resulto ser el tiempo

necesario para observar dicho efecto adverso, reportado en la literatura.
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Se ha informado que los RNP presentan alteraciones en circuitos corticales cerebro-
cerebelares, que afectan la coordinacion y modulacién de los movimientos gruesos y finos, y
alteran funciones cognitivas en especial relacionadas al aprendizaje, memoria, lenguaje y
asociados a problemas como dislexia y espectro autismo, con repercusion en el area socio-
afectiva incluyendo emociones, percepcion e interaccion;***’ Hubiese resultado deseable
mantener con vida un grupo de crias expuesto a cafeina y evaluar capacidades de aprendizaje
y destrezas motoras gruesos y finas.

El estudio de seguimiento neurolégico"CAP" (caffeine for apnea of prematurity) en el cual se
incluyeron dos grupos de RNP uno de ellos recibié (n=1006) y otro placebo (n=1000) iniciados
en los primeros 10 dias de edad postnatal, encontraron que en el grupo cafeina, se disminuy6
la incidencia de displasia broncopulmonar, requirieron menos dias bajo soporte ventilatorio y
ademas se inform6 mejor evolucidon neurocognitiva en el seguimiento a 18 y 21 meses y menor
incidencia de paralisis cerebral. El seguimiento de la misma cohorte a los 5 afios de edad no
mantuvo este hallazgo. ** El dltimo estudio de seguimiento publicado en 2017, a los once
afios después de la administracion de cafeina y del placebo, concluye que no encontraron
disminucion significativa en el rango académico, en actividades motoras o alteraciones en el
comportamiento, pero si fue asociado a disminucién del riesgo de alteraciones motoras del
grupo que recibié cafeina, lo cual atribuyeron a que el grupo cafeina requiri6 menor tiempo de
ventilacion mecanica y menor presion media de vias aéreas, ya que ambos son predictores de

pobre pronostico neurolégico en los RNP. *

Probablemente el uso de metilxantinas demora y/o interrumpe fases criticas durante del
desarrollo cerebelar, sin embargo esta etapa continua hasta los 20 meses de edad postnatal
especialmente las conexiones con los nucleos profundos.”® Por tanto ain quedan muchas
interrogantes, como conocer si en fases posteriores del desarrollo exista posibilidad de
recuperacion y presentar algun tipo de regeneracion por plasticidad celular, o si se tratan de

cambios permanentes e irreversibles.
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15.-Conclusiones

De acuerdo al conjunto de hallazgos obtenidos con la metodologia empleada en el presente
trabajo podemos concluir lo siguiente:

e La administracion temprana de cafeina altera el proceso de proliferacién, diferenciacion
y migracion celular, afecta el desarrollo cerebelar y sus vias de conexion con otras
estructuras.

e Los resultados muestran que al décimo quinto dia de edad postanatal, de las crias
tratadas con cafeina y cafeina + oxigeno en contraste con el grupo control negativo,
presentaron demora en la madurez cerebelar.

e En ambos grupos de intervencion se encontraron mayor namero de células en
migracién, lo cual denota inmadurez y representa riesgo neurolégico.

e El grupo cafeina + oxigeno presenté multiples alteraciones en las células de Purkinje,
tales como hipercromacia nuclear, displasia, gliosis, degeneracién, necrosis celular,
atribuido a la sinergia entre la cafeina y el estrés oxidativo.

e El grupo cafeina + oxigeno presentd mayor ganancia ponderal, en comparacion al
control.
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EN UN MODELO EXPERIMENTAL EN RATA NEONATO SOMETIDAS A AMBIENTE

Actividad

Presentacién del
protocolo

Estandarizacion de
métodos

Desarrollo del modelo
experimental e
intervenciones

Sacrificio, diseccion y
toma de muestras

Procesamiento,
observacién de cortes
histologicos, analisis por
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Redaccion del informe
final
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X
X
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CONSTANCIA DONACION CAFEINA

&Chiesi

In necnatology Tor life

Ciudad de Méxica a 22 de Abril de 2017

DCra. Lourdes Lemus Varela
Adserita en el rea de pediatria
UMAE 48 HOSPITAL GINECO-PEDIATRIA

PRESENTE

Por medio de la presente le informamos que Chiesi México esta interesado en apoyar la
educacion méadica continua y la investigacion cientifica. Tenemaos el conocimiento que el
HOSPITAL UMAE 48 DE GIMECO-PEDIATRIA en conjunto con el CENTRO DE
INVESTIGACION BIOMEDICA DE OCCIDENTE DEL IMSS, actualmente desarcolla un
experimento con crias de rata Wistar y los efectos del citrato de cafeina, por lo que Chiesi
ha decidido donar 4 cajas de citrato de cafeina (PEYONA®) para dicho fin.

Es importante sefalar gque las piezas son entregadas sin cargo Y no generan un
compromiso econdmico para los investigadores,

Se emite el presente escrto en cumplimiento de informar sobre las actividades de Market
Research,

Sin mas por el momento quedo a sus ordenes para cualquier duds o comentario,

Aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saluda.

Alentamanta

\ Pl )
o) [.”” e
Cynthia Tm‘]‘es Guherrez Victor Luna Diaz
Gerente de mercadotecnia Gerente Macional de wentas

Chiesi México Chiesi México
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CONSTANCIA CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE OCCIDENTE

"«,
CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE OCCIDENTE

Sierra Mojada # 800, Col Independencia, Guadalajara, Jal., 44340, México
Fax{+52) (33) 3618-1756, TEL. 3568-3000 ext. 31950

Guadalajara, Jal., a 23 de febrero de 2017

Comité de Bioseguridad
Comité de Investigacion en Salud

Por este conducto me permito manifestar 1a disponibilidad del bioterio del CIBO
en el proyecto fitulado: Efectos de la cafeina en el desarrollo de la corteza
cerebral en un modelo experimental en rata neonato sometidas a ambiente
hiperoxico, cuyo registro & encuentra en tramite anle el Sirelsis vy la
responsable es la Dra. Maria de Lourdes Lemus Varela del Departamento de
Neonatologia de la UMAE del Centro Medico Macional de Occidente en
colaboracién con investigadores del CIBO incluyendo a la Dra. Blanca Miriam de
Guadalupe Torres Mendoza, el Dr. Genaro Gabriel Ortiz y el MVZ David Zeferino
Garcia Martinez,

Existen las condiciones adecuadas para la reproduccion y mantenimiento de los
animales en este Bioterio a mi cargo, asi como la disponibilidad de proporcionar
los animales requeridos (5 ratas y sus crias) en las condiciones requeridas para

este proyecto, en el periodo que dure la fase experimental,

Se extiende la presente a peticion de las interesadas y para log fines de
investigacion que existan.

Atentamente

Segurida:l\iliiaridad sacial.
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CONSTANCIA DE APROBACION DEL PRTOCOLO DE INVESTIGACION

MRgLCT Pagis | & |

Dwreccion de Prestacionss Medicas

L1 L dad de Edusaatn meesbgedn y Priibor de Saked
e w--’#-:m

27 de mearzo del 2007

Ref, 09-B5-61.2800201 7000961

. L Varela Ma. de Loandes
DIVISION DE PEDIATRLA MEDICO QUIRURGICA
Julinen

Presenic

Infoero o wend que el peoaocodo trubsdo” Efectos de In cafeing en of desarrolie de |s corters corebelar en
wn modvie ey prrimentsl en rais seonsis sometidey & pmbienie hipervuce, fur sometido 8 b oomsderanion
de oot Coemanitn Sacional de Investiganion Clensifics

Los precesfemienions propossios en el proecols zon ke requerimienios de by normas vigentes, con
e en i opimiones de ios vocales del Comiis de en imvesigaciin y ded Conuié de [nvestigacicn de b
0 ceiissiin M acional de levestigacion Cesizfica ded IMSS. se ba emitide #] dictamen de AFPRIDBADNOD, con

miimera de regnitro: B-2007-TES-009.

D smmdo o ba nermatividaed vigense, deberd informes & em Comisids en los meses de ener y julio de culs.
. acerca del desarrallo del proyecto a su cargn. Este dactumen 3ddo wigencia de un afio. Por o que en

il FCNIC-2017-1

ain
IASS
e ] I LT —T
B ogam b h e Dl e et 27 Py gicegs B Ol Do g G000 WS 4 sl g
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Bitacora recoleccion de datos

(Se utilizard una hoja de datos para cada grupo de estudio)

(GRUPO CONTROL NEAGTIVO, GRUPO CAFEINA, GRUPO CAFEINA- OXIGENO)

NUmero de Cria 1 2 3 4 5 6 7 8

CGE

CM

Celulas Purkinje

Hilera de células

Célulasenmigracion

CONTROL PESO

DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 |14

CRIA

CRIA

CRIA

CRIA

CRIA

CRIA

CRIA

CRIA
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Glosario de abreviaturas:

AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico

CGE: Capa granular externa

CIBO: Centro de Investigacion Biomédica de Occidente
CM: Capa molecular

CO2: Di6xido de carbono

CPAP: Presion positiva continua a las vias aéreas
CMNO: Centro Médico Nacional de Occidente
CPAP: Presion positiva continua de la via aérea
DBP: Displasia broncopulmonar

DS: Desviacion estandar.

EG: Edad gestacional.

EP: Edad postnatal.

FiO2: Fraccién inspirada de oxigeno.

G: Gramos.

GABA: Acido gama amino butirico.

GMPc: Monofosfato de guanosina ciclico.

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social.

Kg: Kilogramo.

Lt: Litros.

MI: Mililitros.

Min: Minutos.

NIPPV: ventilacion con presién positiva intermitente nasal.

NOM: Norma Oficial Mexicana.
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OR: Odds ratio.

PaO2: Presion Parcial de Oxigeno.

PEEP: Presion positiva al final de la expiracion.
RN: Recién nacido.

RNP: Recién nacido pretérmino.

SDG: Semanas de gestacion.

SDR: Sindrome de distress respiratorio.

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences.

UMAE: Unidad Médica de Alta Especialidad.

UTIN: Unidad de Terapia Intensiva Neonatal.
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