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RESUMEN

Se tiene evidencia de que las neuronas piramidales del hipocampo (principalmente las del
CA1l) son altamente vulnerables a la isquemia y muestran alteraciones funcionales y
morfologicas después de un periodo de isquemia cerebral. Dicha vulnerabilidad puede
explicarse por el fenémeno de excitotocixidad y por el compromiso vascular que
probablemente ocurre durante el periodo de reperfusion debido a los cambios asociados con
isquemiay reperfusion. En el presente trabajo se desarrollé un paradigma de isquemia focal
transitoria aguda y con recuperacion de 7 dias, mediante la oclusion de las arterias carétidas
comunes con el fin de evaluar los cambios en la inhibicién recurrente y las alteraciones en
la densidad neuronal del hipocampo de ratas. A través del registro del potencial provocado
por la aplicacion de estimulos pares en la corteza entorrinal se valoré la inhibicion
recurrente. El grado de inhibicion recurrente se cuantifico mediante el indice de mdxima
inhibicién (IMI) que se definidé como la razén de la amplitud del potencial neuronal del
segundo potencial provocado=PN(T) sobre la amplitud del potencial neuronal del primer
potencial provocado=PN(C). Donde PN(T) es el potencial prueba y PN(C) es el
condicionante. Después de sacrificar a los animales y darle el tratamiento adecuado al
tejido cerebral, se incluyé en parafina, se realizaron cortes coronales seriados y se tifieron
con las técnicas de Nissl y Kliiver-Barrera. La cuantificacion celular se realiz6 a través de
un sistema de procesamiento digital de imagenes (IMAGENIA-2000). Se observé aumento
en la amplitud del segundo componente del segundo potencial provocado. Al calcular el
IMI resulté mayor que 1, lo que sugiere que el daiio neuronal causado por el periodo de
isquemia focal transitoria aguda y con recuperacién de 7 dias determina cambios en la
actividad eléctrica del hipocampo. EIl analisis morfométrico de los datos mostré que la
vulnerabilidad del hipocampo a la isquemia aguda se obtuvo con el periodo de isquemia de
10 y 15 minutos en el CA4y con el periodo de 20 minutos en el giro dentado, CA1ly CA3,
mientras que en la isquemia con recuperacién de 7 dias se observaron cambios significativos
en el grupo de 10 minutos en el campo CA3 y en CA4 en el grupo de 15 minutos. El
campo CALl fue el que mostré la mayor disminucion de la densidad neuronal en el periodo
de 20 minutos. Estos resultados sugieren que la isquemia focal transitoria tanto aguda como
con recuperacion de 7 dias provocé modificaciones en la densidad neuronal del
hipocampo. Dicho dafno induce alteraciones irreversibles que condicionan la aparicion de
cambios en la excitabilidad neuronal que pueden explicarse por un fenémeno de
desinhibicién debido muy posiblemente a 1a lesién de neuronas inhibitorias.



SUMMARY

There is evidence that pyramidal neurons of hippocampus exhibit the highest sensitivity of
ischemia and show functional and morphological alterations after a cerebral ischemia period.
This vulnerability could be due to the excitotoxic effect and to the vascular changes that take
place during the reperfusion period after the ischemia. The present study was designed to
examine the changes in recurrent inhibition and morphological neuronal density alterations in
the rat hippocampus following acute transient focal ischemia of 5, 10, 15 or 20 minutes and
after 7 days of survival period. The ischemia was produced by bilateral carotid artery
occlusion. Paired-pulse technique was used to study recurrent inhibition. The recurrent
inhibiton in the hippocampus was assessed by calculating the ratio (PS(T)/PS(C): IMI= index
of maximal inhibition) of the amplitude of the second (test) population spike [PS(T)] to that
of the first (conditioning) population spike [PS(C)]. The animals were sacrified and the brain
was embedded in paraplast, subserially sectioned and stained with Nissl and Kloiiver-Barrera
technique. The total number of neurons and the cualitative alterations were evaluated by
observation of digitized images by means of the IMAGENIA-2000 sofware (Biocom). The
amplitude of the second population spike [PS(T)] was increased (IMI>1.0). The
morphometric analysis showed decrease in neuronal density in the groups of 10 and 15
minutes period of acute ischemia in the CA4 and with the 20 minutes period the gyrus
dentate, CA1 and CA3. After seven days of recovery period the significant changes were
observed in area CA3 after 10 minutes os ischemia. Also changes were observed in CA4
after 15 minutes of ischemia. The CA1 was the region where the period of 20 minutes of
ischemia after 7 days of survival provoked a significant decrease in neuronal density. These
results suggest that the changes in neuronal excitability observed after the ischemia could be
related to a disinhibition mechanism due to inhibitory interneurons lesion.



INTRODUCCION

Isquemia Cerebral

1.1.1. Aspectos gencrales

La actividad cerebral mental y sensitivomotora esta intimamente relacionada al metabolismo
cerebral, de manera que el deterioro neuroquimico o la insuficiencia metabélica por cualquier causa
es capaz de producir anomalias neurolégicas de evolucién rapida. Las neuronas y las células de la
glia llevan a cabo muchos procesos quimicos al desarrollar sus funciones basicas especializadas.

Entre estas funciones estian: el mantenimiento continuo del potencial de membrana por parte de las
ir is y almacenami > de transmisores, la elaboraciéon de

células nerviosas, asi como la
axoplasma y el reemplazo de sus componentes estructurales caducos (figura No. 1) (Plum y Posner,

1982). Las células de la oligodendroglia como minimo generan mielina y los astrocitos
protoplasmiticos regulan la mayor parte de la homeostasia ionica del liquido extracelular; los
astrocitos también realizan una gran variedad de funciones aiin no conocidas por completo pero que
mantienen el balance metabolico y nutricional de las neuronas. Todas estas actividades complejas
requieren energia, de hecho mucho mas por kilogramo de peso de células que en cualquier otro
organo del cuerpo. Mas aun, muchas de las reacciones enzimaticas tanto de las neuronas como de
las células de la glia, asi como del endotelio capilar cerebral especializado, deben ser catalizadas en
algun punto por la hidrélisis generadora de energia del trifosfato de adenosina (ATP) hacia el
difosfato de adenosina (ADP) y el fosfato inorganico (Pi). Por lo tanto, sin un constante y generoso
aporte de ATP, la sintesis celular se hace lenta o se detiene, las funciones neuronales declinan o
cesan y las estructuras celulares se desintegran rapidamente (Plum et al., 1982; Krause, White, Aust,
Nayini y Kumar, 1988; Gutiérrez, 1991; Navarro, 1991; Lutz y Nilsson, 1994).
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Figura No. 1 Balance energético del cerebro. (Modificada de Plum, et al., 1982).

Es bien sabido que el cerebro depende por completo del proceso de glucélisis y respiracién dentro

de sus propias células para sintetizar sus substratos energéticos. Las enzimas que regulan la

glucélisis estdn situadas en el citoplasma ceclular, en tanto que las que generan el mas eficiente
sistema productor de ATP o ciclo respiratorio del dcido citrico se encuentran dentro de las
mitocondrias (figura No. 2) (Navarro, 1991). Normalmente la glucosa (C¢H,,0,) proporciona todo
el substrato para la produccion de energia por el cerebro y cada mol gencra ATP a partir de ADP de

acuerdo con la siguiente formula:
CH 2O, + 2ADP + 2Pi — 2 lactato + 2ATP (glucélisis)
CeH ;04 + 60, + 38ADP + 38 Pi — 6CO,; + 6H,0O + 38ATP (respiracion)
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Figura No. 2 Glicélisis-fosforilacién oxidativa. (Tomada de Navarro, 1991).

Como se puede observar, el proceso de la respiracion que requiere oxigeno (O,) es mucho mas eficaz

que la glicélisis para generar los requerimientos energéticos del cerebro.

El dz, la C{H,,0q y la circulacion sanguinea operan interdependientemente para abastecer al cerebro
con el substrato y cofactores que requiere para llevar a cabo las reacciones quimicas que generan su
energia y sintetizan sus componentes estructurales (Plum et al., 1982; Dearden, 1985; Martinez,
1991; Ganon, 1996).



En condiciones normales el flujo sanguineo cerebral (FSC) es autorregulado, de forma tal que el
cerebro humano en reposo recibe aproximadamente 55 ml/100g/min (esto es aproximadamente
100ml/100g/min en ratas). Dicho flujo garantiza una cantidad continua y adecuada tanto de O, como
de C,H,,O, para que el cerebro pueda desarrollar sus funciones basicas especializadas (Astrup,
Siesjo y Symon, 1981; Plum et al., 1982; Dearden, 1985; Martinez, 1991; Navarro, 1991; Buchan,
1992).

En la isquemia, el cerebro o alguna de sus partes, es privado del abastecimiento sanguineo (Grahan,
1992). Dicho suministro sanguineo puede disminuir gradualmente y ocasionar diferentes
alteraciones. Por gjemplo si el FSC disminuye un 40% de lo normal, se presentara aumento en la
concentracion extracelular del ion hidrégeno (H*), mientras que si el FSC disminuye hasta
20mV/100g/min (mas del 60% de lo normal) los potenciales provocados ya no pueden producirse y
el electroencefalograma (EEG) se vuelve isoeléctrico (Astrup et al., 1981; Dearden, 1985; Buchan,
1992). Sin embargo, el silencio eléctrico no es sinénimo de pérdida de viabilidad neuronal (Astrup
etal., 1981; Dearden, 1985: Navarro, 1991). Cuando el FSC disminuye alrededor de 20mV/100g/min
y se mantiene durante 30 minutos la migracién de agua (H-O) del fluido extracelular hacia el medio
intracelular determina que los astrocitos se hinchen y consecuentemente se presenta edema cerebral
(Dearden, 1985; Martinez, 1991). Si en la red neuronal se aumenta el contenido cerebral de H,O se
establece el edema citotéxico, inicialmente distribuido en areas isquémicas de la sustancia gris. Esto
puede reducir el FSC por el aumento local de la presién tisular o por distorsiéon de los vasos
sanguineos e incremento de la resistencia al flujo. Cuando el FSC disminuye mas del 80% de lo
normal (10m}/100g/min) causa una despolarizacion subita de la membrana de la neurona con un
flujo saliente rapido de iones potasio (K*) al medio extracelular. Este flujo sanguineo se considera
como la posibilidad de flujo umbral para el infarto (Astrup et al_, 1981]; Heiss, 1983; Dearden,
1985). Siel F sC disminuye hasta 6-9ml/100g/min (mas del 86% de lo normal) comienza el flujo
entrante de iones calcio (Ca?") lo que conlleva el inicio de procesos enzimaticos de dafio celular
irreversible (figura No. 3) (Dearden, 1985; Uematsu, Greenberg, Reivich y Karp, 1988; Gutiérrez,
1991; Navarro, 1991; Buchan, 1992). Las observaciones experimentales en animales establecen el
nivel critico de FSC alrededor de 15ml/100g/min en la sustancia gris (menos del 70% de lo normal),
ya que a este nivel o por abajo de él, el potencial eléctrico falla, el K* sale rapidamente de las células
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- ¥ la necrosis celular se inicia de inmediato. Situaciones similares pueden aplicarse al hombre, y.
que reducciones en la circulacion cerebral por abajo de 20ml/100g/min, consisten nte prod
lentitud ipsilateral del EEG en enfermos que sufren ligadura de 1a arteria carétida como preparaciéon
para una endarterectomia carotidea o el pinzamiento de un aneurisma (Astrup et al., 1981; Plum et
al., 1982; Heiss, 1983). Sin embargo, se ha observado que el desarrollo de signos neurolégicos en
la mayoria de los enfermos con isquemia o hipoxia depende mas de la intensidad y 1a duracién del
proceso que de su causa especifica. Ademas la isquemia considerada como insuficiencia vascular,
es mis peligrosa que la hipoxia sola, porque los productos potencialmente téxicos del metabolismo

cerebral, como el acido lactico, no son eliminados (Plum et al., 1982; Gutiérrez, 1991; Buchan,
1992).

50 Normal

30

23 = Umbral isquémico 30 mm Hg_ 23
2
[V
s 1
= 17 Alteraciones EEG e Pérdlda reversible .g
= urotransmisores [3
= 15 |- Falla eléctrica =

' reversible ATP =
10 L Falla bomba Na'/ K* ——— | Loversivle / 1o
10 mm Hg
ol Muerte celular

Figura No. 3 Flujo sanguineo cerebral. (Tomada de Navarro, 1991).
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Algunos de los efectos indirectos causados por el cese circulatorio son la falla del centro respiratorio,
del centro vasomotor, acidosis ldctica y otras alteraciones en la composiciéon de la sangre. Otros
efectos son mias localizados, por ejemplo, la pérdida de l1a autorregulacién y de otros mecanismos
que participan en el control de la distribucién del flujo, como son, la presién de perfusién cerebral
PPO)yla i ia v lar cerebral (RV ), 1a reperfusion alterada debida a la estasis inducida
por incremento en la viscosidad sanguinea, ruptura de la barrera hematoencefalica, ¢l edema
vasogénico y el incremento de la presion intracraneal (PIC) (Ames y Nesbett, 1983; Kaplan,

Dimlich, Biros y Hedges, 1987; Krause et al., 1988; Graham, 1992).
1.1. i ién

La isquemia cerebral y los modelos animales de isquemia se dividen en dos tipos: global y focal. La
isquemia que se presenta en el paro cardiaco es global. ésta a su vez puede ser completa, es decir
hay cese completo de la circulacion e implica anoxia, o incompleta la cual involucra el
mantenimiento de algun FSC y por lo tanto hipoxia; el dafio isquémico es tipicamente distribuido
a lo largo de zonas limites de flujo entre las arterias cerebrales principales (Raichle, 1983; Kaplan
et al.,, 1987; Martinez, 1991; Buchan, 1992). Los modelos globales se inducen por oclusion
transitoria de ambas arterias carétidas comunes con hipotension general u oclusién bilateral previa
de las arterias vertebrales, por paro cardfaco funcional o completo (i.e. arritmias ventriculares en las
cuales el débito cae por abajo de los requerimientos de perfusion cerebral) y por hipertensién

intracraneal severa (Plum et al., 1982; Buchan, 1992; Grahan, 1992).

La isquemia focal invariablemente es incompleta y surge cuando el abastecimiento del flujo
sanguineo de una arteria es reducido o frenado por oclusiones vasculares cerebrales ya que
generalmente se presenta FSC compensador de dreas cincunvecinas en forma temprana y
posteriormente se presenta la recirculacion por recanalizacion de los vasos ocluidos (Raichle, 1983;
Kaplan et al., 1987; Martinez, 1991; Buchan, 1992). Los modelos focales son por ejemplo el
cardioembolismo, el émbolo arteria-arteria y otros muchos que ocasionan la oclusion de arterias

s



cerebrales, como la arteria cerebral media (ACM) o de arterias cervicales (Brierley, Meldrum y
Brown, 1973; Plum et al., 1982; Kaplan et al., 1987; Buchan, 1992).

Desde ¢l punto de vista clinico la investigacion de la isquemia cerebral focal es mds importante que
la de la isquemia global, ya que la isquemia focal es la contraparte del ataque isquémico cercbral
en el humano, dado que ocurre mas frecuentemente que la isquemia global (Plum et al., 1982;

Nedergaard, 1988; Lutz, et al., 1994).

Una clasificacion de los modelos experimentales de isquemia cerebral se muestra en la tabla No. I

(Molinari y Laurent, 1976).

El cese temporal de la circulaciéon afecta directamente a las células del sistema nervioso central
(SNC) ya que se evita el cambio de substratos y productos del metabolismo. Dicha alteracion de
intercambio de metabolitos persiste por algun tiempo después de que la circulacion se restaura y
puede desempefiar un papel importante para limitar la recuperacion (Drewes, Gilboe, Betz, 1973;
Ames et al., 1983; Graham, 1992).

1.1.3 Alteraciones secundarias a la isquemia cerebral

Diversos estudios realizados en torno a la idea de que el cerebro se dafa facilmente por periodos
relativamente cortos de isquemia-hipoxia, han permitido cierta caracterizaciéon del dafio ocasionado
al cerebro por la isquemia y la reperfusion y se han descrito caracteristicas metabdlicas,
electrofisiolégicas, morfolégicas y funcionales. Sin embargo todavia no se sabe exactamente si la
reperfusién por si misma es la que produce el dailo o bien si acelera la lesién producida en las células
durante la isquemia (Pulsinelli, 1985; Krause et al., 1988; Téllez, Carvajal, Garcia, Vasquez, Chiavez

y Moreno, 1996).



Tabla No. I Clasificacion de los moddo=s experimentales de isquemis por ctiologia y

distribucién del deterioro circulatorio (Moli=nzari y Laurent, 1976).

Etiologia cde= laisquemia

Distribucion de la Extravasscular Intravascular
isquemia
Global Ligadura de after—iaa Hipotension®*
braquiocefalica, Paro cardiaco*
Compresion cenvigcaal*
Hemisférica Ligadura de aneri=a carotida Perfusion intracarotidea con
intema* cera o acetato de polivinil
Anastomosis incornypleta o
parcial del circulo marterial
cerebral.
Multifocal Embolo con microesferas o
codgulo sanguineo autélogo®
Regional Se=gmuental Regional Segmental
Focal Unica con Mulimp-les Embolo Embolismo
pinza* pinza=s" esférico con catéter de
Electr—o«caute- Microesfe- Fogarty*
rizacicon* ras
Vasoe=spasmo*
* contraparte clinica= e=n el hombre

1.1.3.1 Alteraciones metabdlicas y electrofisioligiccas. Las neuronas han desarrollado ciertos
mecanismos para reducir o retardar la caida de AP durante la anoxia. Dichos mecanismos
incluyen: 1) los depésitos de fosfocreatina (PCr) y los sfoesfatos de alta energia que pueden contribuir
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con energia para mantener los niveles de ATP, 2) producciéon d- niveles bajos de ATP mediante la
glucélisis anaerébica y 3) bloqueo rapido de la actividad eléctrica espontineca (Kass, Abramowicz
y Cottrell, 1989; Gutiérrez, 1991). Cuando los mecanismos que mantienen estas reservas energéticas
funcionan mal, los niveles de ATP y la PCr disminuyen, las membranas pierden su mecanismo de
bombeo, las células se hinchan y en cierto grado la neurona pierde su capacidad de recuperacion
(Plum et al., 1982; Krause et al., 1988; Lutz et al., 1994).

Las evidencias sugieren que la

respuesta cerebral a la isquemia-anoxia puede dividirse en tres

grandes fases (figura 4) (Lutz et al., 1994).

Fases e eES————

Sz .« er
[ Sire
83 ~T
1 — T
8 '— o — \\\.\\\\__——N\b
— [ p— — K>
\.= E o —' ;
= 18 — c.b
§1 \
g 190 — N!‘
o o _| S

4] 1 2

Tiempo de isquemia ( min)

Figura No. 4 Cambios en ATP, PCr y concentracion iénica extracelular durante la isquemia en ¢l

cerebro de la rata. (Tomada de Lutz et al., 1994).
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Easc 1. Depresion metabélica, un mecanismo de proteccién neuronal. Pocos segundos después de

iniciada la isquemia, el cerebro se depleta de los fosfatos de alta energia y agota sus reservas de
carbohidratos a través del metabolismo anaerébico. La PCr disminuye a un valor cercano a cero en
el primer minuto, €l ATP alcanza su valor minimo a los dos minutos y la reserva total de energia esta

en sus valores mis bajos a los 5 minutos.

La interrupcion rdpida en la transmision sindptica que ocurre tempranamente durante la isquemia-
hipoxia puede deberse a varias causas entre las que estan: la falla del impulso presindptico para
liberar neurotransmisor, cambios en la conductancia iénica. alteraciéon en las propiedades del
receptor y reduccion en la excitabilidad posinaptica. La supresion de la transmision sindptica
probablemente se deba a una combinacién de varios efectos, entre los que se han sugerido la falla
inicial en la liberacién de neurotransmisor durante la isquemia-hipoxia debida al bloqueo de los
canales de calcio sensibles a voltaje (CCSV) y con la recaptura normal de Ca** el bloqueo del
neurotransmisor no se puede llevar a cabo. La inactivacion de los CCSV puede ser causada por un
incremento en el Ca?* intracelular dado que el Ca*" es liberado de los depésitos intracelulares durante
la hipoxia (Kass, et al., 1989; Navarro, 1991; Buchan, 1992; Lutz et al., 1994). Otro factor es el
tiempo (varios minutos) de hiperpolarizaciéon que el tejido neuronal muestra durante la anoxia. La
hiperpolarizacién puede causar depresion de la excitabilidad neuronal y a pesar de la entrada
excitatoria no se alcanza el umbral para generar el potencial de acciéon. En las neuronas piramidales
del hipocampo la hiperpolarizacion anéxica se acompaiia por falla del 50% en la resistencia de la
membrana, lo que puede ser suficiente para que por si misma explique la fuerte depresion de
excitabilidad en este tejido. La combinacion de hiperpolarizacion y falla en la resistencia de la
membrana se debe a la activacién de los canales de K* que producen un potencial de membrana
desviado hacia el potencial de equilibrio del K*. Al mismo tiempo las corrientes entrantes de Ca?”
y de sodio (Na*) se deprimen. La disminucion de la actividad neuronal provee un considerable
ahorro energético, por lo tanto el estado de hiperpolarizaciéon puede ser visto como una respuesta
protectora que permite al cerebro persistir y mantener gradientes iénicos y potenciales de membrana
durante la fase de depresion del suplemento energético, aunque sélo por unos minutos. El
incremento en la permeabilidad del K* produce fuga neuronal de este ion y un aumento lento del
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mismo en los niveles extracelulares. Conforme el K* extracelular aumenta, el potencial de
membrana se desestabiliza y llega al umbral; ademads la impedancia tisular (reduccién del espacio

extracelular) disminuye cerca del 20%6, seguido por edema de astrocitos.

Entre lJos mecanismos responsables del incremento en la conductancia del K* estan por lo menos dos
tipos de canales de K*, uno activado por el incremento intracelular de Ca®* y el otro activado por la
disminuciéon del ATP (canal K-,1p). La activacion de los canales de K* ibles a Ca®* es
responsable de la supresion temprana del EEG que ocurre en los primeros 15 segundos de isquemia;
el aumento inicial del Ca** citosélico se debe a la liberacién de los depésitos intracelulares que hacen
que el Ca?* extracelular disminuya durante este periodo (Silver ¥ Erecinska, 1990). Los canales de

K*arp pueden por lo menos mediar la hiperpolarizacion en ciertas regiones cerebrales, tales como
el hipocampo y el tallo cerebral, aunque existe cierta controversia que hace pensar que a pesar de que
la transmisién sinaptica esté abolida, s6lo se vean en el cerebro cambios marginales en las
concentraciones de ATP. Sin embargo los canales de K~ 1 pueden ser activados por incrementos
en los niveles de ADP, que aumentan dos y cuatro veces en la corteza de la rata después de 15
segundos y 45 segundos de isquemia respectivamente. Ademads, es evidente que la reduccion mas
sustancial de ATP ocurre en dreas tales como el hipocampo donde las sinapsis excitatorias estin
concentradas (limina molecular) (Lipton y Wittingham, 1982). En el hipocampo por lo menos, los
canales de K*,1p son los que participan en la liberacion del glutamato de la terminal axénica y
pueden servir para reducir la liberacion de este neurotransmisor excitador en la etapa inicial de la

anoxia (Raichle, 1983; Krnjevic, 1990; Martinez, 1991; Lutz et al., 1994).

Fase 2. Falla energética completay dgsp_olgn‘;_gbiég anoxica. En esta fase suceden dos mecanismos

importantes:

i) Movimi iGri Como se mencioné anteriormente, durante la fase 1 ¢] K* es el Ginico ion que

muestra cambios notables en el espacio extracelular, mostrandose un flujo saliente relativamente

lento y constante. Sin embargo, cuando la concentracion extracelular de K* llega alrededor de
10mM, se presenta un cambio brusco y el K* extracelular aumenta excesivamente hasta 50-70mM
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en pocos segundos mientras que €l Na” y el Ca®* aumentan dentro de las neuronas y la impedancia
tisular aumenta en un 50%. El incremento rdpido del K extracelular corresponde a la
despolarizacion neuronal siempre que ésta sea anoxica. Aparte del incremento drastico del K*
extracelular hay aumentos simulténeos de Na” y Ca** dentro de las neuronas y probablemente estos
iones son mas importantes que ¢l movimiento del K* para el desarrollo de la muerte celular por
anoxia (Raichle, 1983; Uematsu et al.,, 1988; Krause et al.. 1988; Kass et al., 1989; Gutiérrez, 1991;
Lutz et al., 1994).

La naturaleza exacta del mecanismo responsable del incremento subito de la permeabilidad de la
membrana al K*, Na* y Ca*" durante esta segunda fase no es bien entendida. Varios mecanismos se
han sugerido. Una de las explicaciones mas aceptadas es que la membrana despolarizada induce la
apertura de los canales de K*, Na® y Ca®" sensibles a voltaje y los mismos canales son los
responsables de la generacion y terminacion del potencial de accion y del inicio de la liberacion del
neurotransmisor. Sin embargo. experimentos en donde uno o mas de estos canales han sido
bloqueados, indican que la apertura de los canales i6énicos sensibles a voltaje no es el unico
mecanismo por el cual la membrana neuronal se abre a los iones durante la fase 2. Otras posibles
vias de entrada para estos iones son a través de canales ionicos ligando dependientes, por ejemplo
los cationes no selectivos a glutamato tales como el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). Datos
recientes sugieren que el receptor NMDA puede abrir su canal en respuesta a la falla energética
celular por la pérdida de uno o mas mecanismos intracelulares que regulan el estado del canal. Esto
es, la apertura del canal puede ocurrir en ausencia de cualquier aumento neto de los niveles
endégenos de los ligandos del receptor NMDA como son el glutamato (Glu) o el aspartato (Asp)
(Buchan, 1992; Lutz et al., 1994). i

Otro posible mecanismo que determina la despolarizacién anéxica incluye un intercambiador iénico

Na*/Ca?* el cual facilitaria el movimiento del Ca?* hacia el interior de la célula como resultado de
la inversion del gradiente normal de Na* (Lutz et al., 1994; Alvirez, Merediz y Fermindez, 1994).
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ii) Lib ion del neurotr isor. Nemoto (1979) sugirié el papel de la disfuncién de
neurotransmisores (NTS) en la patogénesis del dafio isquémico cerebral. Esto fue reforzado por los
hallazgos de Williams y Grossman (1969) y por Carregal (1975) quienes plantearon la
susceptibilidad de la transmision sinaptica en la isquemia-anoxia (Cotman, Foster y Lanthorn 1981;
Meldrum, 1981; Jorgensen y Diemer, 1982). Con base en dichos hallazgos, se sabe que otro evento
dréstico que sucede durante la isquemia-anoxia es la liberacion masiva de NTS para que interactuen
con sus receptores y por lo tanto activen canales ionicos asociados al receptor. Muchos de los
estudios se han enfocado a los aminodcidos y principalmente al Glu, Asp, dacido gama amino butirico
(GABA), glicina, taurina y acido homocisteinico y se ha demostrado que su liberacién durante la
isquemia-anoxia ocurre en varias areas del cerebro de mamiferos como son la corteza cerebral, el
hipocampo, el tidlamo y el cuerpo estriado. Al parecer la liberacion rapida de estos aminoacidos

durante 1a fase 2 de la isquemia-anoxia es un fenémeno general.

Se pueden mencionar dos mecanismos principales durante la isquemia-anoxia que determinan el
movimiento del neurotransmisor (NT) del compartimiento intracelular al extracelular. El primero
es la via que normalmente se sigue en la liberacion del NT en respuesta a la despolarizaciéon de la
membrana, esto es la union de las vesiculas que contienen el NT con la membrana presindptica que
se inicia por la entrada de Ca®" a través de los CCSV, este mecanismo es inhibido por la caida en la
energia celular porque la unién de las vesiculas a la membrana presinaptica requiere de ATP. La
segunda via que se ha sugerido al menos para el Glu es la pérdida de Glu de los depésitos
metabolicos (extravesiculares). La falla en el cotransportador responsable de la recaptura del Glu
a partir del espacio extracelular puede estar involucrado en este aspecto. Este cotransportador
normalmente se activa por gradientes de Na* y por el potencial de membrana y transporta una
molécula de Glu por dos de iones de Na* hacia el interior de la célula. Cuando el gradiente de Na*
se pierde después de la despolarizacion el cotransportador Na“/Glu no es capaz de movilizar el Glu
del espacio extracelular. La detencién de la recaptura del Giu determinarda un aumento de los niveles
extracelulares de Glu y por lo tanto la concentracion intracelular de Glu empezara a ser 1000 veces
mas alta que la concentracién extracelular. La pérdida del gradiente de Na* puede causar que el
cotransportador Na*/Glu invierta su accion y directamente cause liberacién de Glu de la poza
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citoplasmatica al espacio extracelular (Taylor, Geer y Buke, 1992; Lutz et al., 1994). Un mecanismo
similar puede plantearse para otro aminoacido tal como el GABA porque durante la anoxia también
es tomado por un mecanismo que involucra un cotransportador de Na*.

Debido a que la liberacion de NT es Ca®>* dependiente, mientras que el cotransportador Na*/Glu no
lo es, experimentalmente es posible separar la contribucion de dichos mecanismos, ya que la
liberacion de Glu que ocurre antes de la despolarizacion no es dependiente de la entrada de Ca®*
extracelular y se ha sugerido que viene de la tasa metabdlica (Ikeda, Nakazawa. Abe, Kaneko y
Yamatsu 1989; Lutz et al.,, 1994) aunque alternativamente esta liberacion de Glu puede ser
estimulada por un aumento del Ca?" intracelular a partir de sus dep6sitos internos (Katchman y
Hershkowitz, 1993). La liberacion de Glu (Ca®> y ATP dependiente) parece tener una contribucion
importante durante la etapa inicial de la isquemia-anoxia, porque es inhibida por la caida de la carga
energética (Krause et al., 1988; Kass et al., 1989; Lutz etal., 1994) .

Fase 3. Destruccion neuronal. Durante esta fase ocurren varios fenémenos:

i) Los neurotransmisores como excitotoxinas. El aumento significativo en los niveles extracelulares
de NTS excitatorios tales como el Glu, Asp y dopamina puede ser la causa principal de la
destruccion neuronal después de la isquemia-anoxia, puesto que se sabe que estos NTS se comportan
como excitotoxinas cuando sus concentraciones extracelulares son altas.

Se sabe que en condiciones normales el Glu se encuentra retenido en compartimientos intracelulares
¥y bajo ciertas condiciones como isquemia, hipoxia o hipoglicemia, se produce desporalizacion
neuronal y subsecuentemente liberacion de Glu en terminales excitatorias. El Glu es inactivado por
los astrocitos y la terminal axdnica lo recaptura y subsecuentemente lo convierte en glutamina (Hertz
1981; Jorgensen et al., 1982). Esta inactivacion puede ser susceptible de alteracion por la isquemia
(Diemer 1980) ya que: (1) los astrocitos y 1a terminal presiniptica se edematizan en la primera hora

de recirculacion, lo que posibl indica falla en el sistema de transporte membranal (Von Lubitz
y Diemer 1982; Jorgensen et al., 1982) y (2) la conversion de glutamato a glutamina es dependiente
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de ATP el cual es depletado durante la isquemia (Ljunggren, Schutz y Siesjd, 1974; Jorgensen et al.,
1982).

Un aspecto que ha sido dificil de resolver por cuestiones técnicas ha sido el curso temporal de la
liberacion del NT durante la isquemia-anoxia. Esto es: ;la liberacion del NT es una consecuencia
de la despolarizacion anéxica? o ;la despolarizacion andxica es causada por la liberacién del NT?.
Estas interrogantes no se han podido resolver dadas las limitaciones técnicas relacionadas con la
sensibilidad del microelectrodo usado en la microdidlisis. Sin embargo estudios in vivo de
microdidlisis muestran un marcado incremento en los niveles extracelulares de Glu (8 a 9 veces) y
de Asp después de 5 a 20 minutos de iniciada la isquemia global completa y con una variable de mas
tiempo en relacion con la isquemia focal (Nedergaard, 1988; Krause et al.. 1988; Park, McCulloch,
Kang y Choi, 1992; Meldrum, 1995). Aunque bajo ciertas condiciones la liberacién de Glu
dependiente de Ca?" contribuye a los cambios extracelulares, la liberacion parece estar asociada con
la despolarizacion andxica de las neuronas y las dendritas (Meldrum, 1995).

Los mecanismos de neurotoxicidad del Glu no estan bien definidos pero parecen ser a través de dos
compor 1) ¢ iona aumento de la conductancia membranal para el Na*, lo que causa la
entrada de Na* y consecuentemente de cloruro (Cl) y agua (H,O) y 2) produce la entrada de Ca®*

a través de la membrana neuronal con el consecuente incremento del Ca?" citosélico a niveles

téxicos, es decir el efecto del Glu es de dos tipos: osmético y relacionado con el Ca* (Martinez,
1991; Meldrum, 1995). El Ca* entra también en terminaciones presindpticas liberando mas Glu de
forma tal que se produce retroalimentacion positiva; esta propagacion puede ser la explicaciéon de
1a lentificacion en el desarrollo de la lesién isquémica neuronal en el hipocampo tanto en humanos

como en modelos experimentales.

Parece ser que la toxicidad del Glu durante la isquemia-anoxia esti fuer laci da con la
habilidad que tiene para estimular la entrada de Ca® a la célula. En neuronas hipocampales de rata
en cultivo expuestas a altas concentraciones de Glu durante 30 min, se ha observado lesion severa

si el Ca?* esti presente en el medio de cultivo. Sin embargo debe mencionarse que la exposicién al
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Glu en ausencia de Ca** produce edema celular. Es probable que debido a una alteraciéon en el
mecanismo de recaptura del Glu, Asp y dopamina estos se mantengan en altas concentraciones ¢
inclusive se mantengan en niveles altos después de varias horas de que la circulacién se halla

restablecido después de la isquemia (Lutz et al., 1994).

Evidencias sustanciales sugieren que la transmision excitatoria es neurotéxica durante la isquemia-
anoxia. Por ejemplo si se suspende la entrada excitatoria se observa que la lesion isquémica
disminuye importantemente en dendritas altamente susceptibles como las del area CA1l del
hipocampo. Estudios in virro muestran que el aumento en los niveles de Glu y Asp matan a las
neuronas aun sin otra lesion y que la muerte neuronal andxica se previene con un bloqueador de

aminoacidos excitatorios (Kaplan et al.. 1987).

El Glu juega un papel importante en la produccion del dafio neuronal a través de su accién como
agonista de los receptores AMPA (amino-3-hidroxi-5-methil-isoxazole-4-propionato) y NMDA y
se ha sugerido que la activacion de los receptores AMPA por el Glu durante la isquemia-anoxia
modula el estado de activacion de los receptores NMDA. Cuando el Glu activa al receptor AMPA,
el canal i6énico con conductancia para los cationes monovalentes Na* y K* se abre y determina que
se despolarice la neurona. Esta despolarizacion a su vez permite la activacion del receptor NMDA
quitando la depedencia de voltaje de este receptor. Esto es, una despolarizacién inicial de la
membrana neuronal causada por una activacion de]l AMPA (u otros canales con conductancia al Na*)
conlleva a que el Glu active al receptor NMDA el cual, ademais de permitir la entrada de Na® y K*
tiene alta conductancia para el Ca®* lo que causa que el Ca®* entre a la célula con devastadoras
consecuencias (Park et al., 1992; Lutz et al., 1994; Tsubokawa, Oguro, Robinson, Masuzawa y
Kawai, 1995; Meldrum, 1995).

ii) Calcio intracelular. El aumento brusco del K* extracelular esta asociado con una rapida caida

de las concentraciones extracelulares del Ca?*. Este aumento no controlado de Ca?* intracelular

parece ser un factor determinante del dafio neuronal, ya que afe el citoesq » por degradacion
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de los neurofilamentos y dafio de los microtubulos; altera la funcionalidad de la membrana neuronal
con la consecuente muerte celular (Nedergaard, 1988; Lutz et al., 1994; Ghosh y Greenberg, 1995).

Dentro del aspecto fisiolégico de 1a neurona los cambios en el Ca?" intracelular son base de varias
funciones. El Ca®> puede ser un segundo mensajero y regular significativamente varias vias
metabélicas. La concentracion intracelular de Ca?* libre es alrededor de 10-"M, lo que corresponde
a 1/10,000 de la concentracion extracelular. Como se menciond anteriormente el flujo de Ca?* hacia
el interior de la célula incluye la apertura de CCSV, la activacion de canales de Ca®* dependientes
de agonistas (CCDA) tales como el receptor NMDA ({NMDA) e inversion del intercambiador
Na*/Ca®** que es €l mecanismo principal de regulacion del Ca®* (Raichle, 1983; Kaplan et al., 1987;
Alvarez ct al., 1994; Lutz et al.,, 1994; Ghosh et al., 1995).

Dentro de los CCSV hay varios tipos entre los que estan: el L, N y P. Se sabe que los canales tipo
N y P estan implicados en el control de la liberacion de NT, mientras que el canal tipo L esta
involucrado en la modulacion de la liberacion de ciertos NTS 'y en la regulacion de Ca** dependiente
de sefiales de eventos neuronales postsindpticos. Por ejemplo en las neuronas piramidales del
hipocampo hay una concentracion de canales tipo L en la base de las dendritas apicales (Ghosh et
al., 1995). A nivel de la terminal presinaptica el aumento del Ca®* intracelular facilita la liberacion
de aminoacidos excitadores (Glu y Asp) de la terminal presinaptica. En la membrana posinaptica
despolarizada la liberacién de Glu activa al INMDA con el consecuente aumento en la permeabilidad
del Ca?>* (Lutz et al., 1994).

La activacién del receptor metabotropico de glutamato (RmGlu) en las células piramidales del
hipocampo causa una corriente saliente lenta de K mediante la activaciéon de Ca®** (Rosdahl,
Seitzberg, Christensen, Balchen y Diemer, 1994; Meldrum, 1995).

Aunque la mayor parte del Ca®* que entra al citosol es a través de los canales de la membrana
plasmiética, la caida de ATP causa liberacion del Ca?" de los depésitos intemnos, 1o que contribuye
significativamente a las concentraciones intracelulares de Ca?* libre (Ghosh et al., 1995).
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Basicamente se puede hablar de los depdsitos internos de Ca?* en el reticulo endoplasmico (RE) y
en la mitocondria, s6lo que ambos organelos requieren ATP y por lo tanto O, para capturar al Ca?*
(Carafoli, 1987; Lutz et al., 1994). La resultante del aumento en la concentracion intracelular del
Ca?** funciona como disparo para varios eventos no fisiolégicos, por ejemplo hidrélisis de
fosfolipidos con la consecuente formacion de radicales libres, ademas la mitocondria es
signifieativamente sensible al proceso isquémico y al lesionarse no permite a la célula la producciéon
de ATP y la captura de Ca?* (Hillered y Chan, 1988; Beal, Hyman y Koroshetz, 1993; Lutz et al.,
1994). Este mecanismo puede explicar la aparicion del dafio neuronal con cierta latencia después
de un periodo de isquemia-anoxia. La liberacion interna de Ca?" también estda mediada por distintos
mecanismos. Uno de ellos es mediante 1a unién del inositol trifosfato (IP;) a los receptores de la
membrana del RE, y otro es regulado por la activacion del receptor ryanodina (RRyan) (Ghosh et
al., 1995). Como podemos damos cuenta, la entrada de Ca®" a la célula tiene varios efectos sobre
los procesos intracelulares, lo que depende de la magnitud del influjo. Si la entrada no es masiva,
se inducen diversos cambios intracelulares que incluyen desde alteraciones en la funcionalidad de
la membrana celular, del citoesqueleto y de organelos celulares hasta la activacion de segmentos del
genoma celular. Sin embargo, si la entrada de Ca®" es masiva se activan lipasas y proteasas, asi
como el flujo entrante de otros iones como el Cl- que ocasiona dafio osmético y ocurre lesién y dafio
de organelos celulares que son la causa de la muerte celular particularmente en el hipocampo (Bravo,
1991; Ghosh et al., 1995) ya que parece ser que el aumento del Ca?* intracelular mantiene un daifio
permanente en la actividad neuronal aiun después de que el cerebro ha sido reperfundido
(Nedergaard, 1988; Uematsu et al., 1988; Martinez, 1991; Gutiérrez, 1991, Lutz et al., 1994).

iii) Lipolisis. En condiciones normales los fosfolipidos de membrana continuamente son degradados
a acidos grasos libres (AGL) (Nedergaard, 1988; Murray, Granner, Mayes y Rodwell, 1992; Ganon,
1996). La deplecion de los depositos energéticos que sucede durante la isquemia inhibe la sintesis
de ATP y el flujo entrante de Ca** que se establece acelera dicha degradacion de fosfolipidos
(Rolfsen y Davis, 1989). El Ca*" parece ser que juega un papel importante desde el momento que-
es activador de fosfolip principal te fosfolipasa C y A,, esta ultima cataliza el proceso de
desintegracion de fosfolipidos a AGL. La pérdida de ATP también es importante por si misma ya
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cue integra fosfolipidos a partir de AGL, proceso que requiere de ATP y que por supuesto se detiene
durante la falla energética, de aqui que la pérdida de ATP ocasiona que ¢l metabolismo de lipidos
se acentie a catabolismo de fosfolipidos (Hansen y Lundback, 1989; Rolfsen et al., 1989; Lutz, et
al., 1994). Los productos de la hidrélisis de fosfolipidos durante la isquemia-anoxia son los AGL
(principalmente dcido araquidénico) diacilglicerol (IDG), lisofosfolipidos e IP,. Esta hidrélisis de
los fosfolipidos tiene varias influencias en el funcionamiento celular, por cjemplo actua sobre la
membrana celular modificando la permeabilidad a varios iones. El IP, es un m O intrag 1

que causa liberacion de Ca?* del medio intracelular, agregandose ya de por si a un mecanismo no
controlado que aumenta el Ca?" intracelular. Los AGL y los lisofosfolipidos pueden actuar como
detergentes sobre la membrana celular. El acido araquidénico asi como otros lipidos que se forman
durante la isquemia-anoxia y reperfusion son potentes inhibidores de la bomba de Na*/K"* y por lo
tanto pueden actuar modificando significativamente la permeabilidad membranal (Lees, 1991; Lutz
et al., 1994). Algunos de los metabolitos de la hidrélisis de fosfolipidos son transformados en factor
activador de plaquetas (FAP), prostaglandinas, leucotrienos y tromboxano A2 (TxA;), todas estas

sustancias pueden alterar el metabolismo celular cuando se encuentran en cantidades excesivas
(Rolfsen et al., 1989; Siesjo y Katsura, 1992; Lutz et al., 1994; ). Por ejemplo el FAP tiene poderosa

accion proagregadora y agente hemostitico que puede iniciar la reaccién inflamatoria en los vasos
sanguineos. La prostagladina F, es un potente inhibidor de la bomba Na*/K* (Lees, 1991; Lutz et

al., 1994). lLos leucotrienos contraen el misculo liso e incrementan la permeabilidad vascular. El
metabolismo del dcido araquidénico cesa en la isquemia completa, mientras que la progresion del
acido araquidénico a TxA, se acelera durante la isquemia incompleta. Esta es una de las razones por
las que la isquemia incompleta es mas nociva que la isquemia completa (Kaplan, et al., 1987;
Nedergaard, 1988; Tanaka, Fukuuchi, Gomi, Takashima, Mihara, Shirai, Nogawa, Nozaki y Nagata,

1993; Lutz et al.,, 1994). La acumulacion de AGL puede producir desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa e interferir con el sistema de transporte de electrones en las mitocondrias

(Plum, 1983; Meldrum, 1990; Ginsberg, 1990; Martinez, 1991).
Si el tejido se reperfunde con O, los lipidos que se han acumulado durante la isquemia-anoxia

pueden ser oxidados y esto determina la formacion de aldehidos altamente citotoxicos y la formacion
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de radicales libres (Rehncrona, Westerberg, Akesson y Siesjt, 1982; Martinez, 1991; Gutiérrez,
1991; Lutz et al., 1994).

iv) Edema celular. Otro proceso impor

que la te celular es el edema celular.
Normalmente ¢l espacio intersticial en el cerebro es alrededor del 20% del volumen cerebral. El

edema celular se inicia durante la fase 1 y existe por lo tanto una drastica y subita caida del 6% del
volumen cerebral durante 1a despolarizacion anoxica. El edema celular durante la isquemia anoxia
parece ser la causa de que se presente una entrada de H,O acompaifiada de los iones Na® y CI. Una
de las razones del porque la reduccion parcial del FSC puede causar mas daito que la reduccion total,
es que la detencion completa de la circulacion cerebral limitara el edema celular debido a que no se
transporta H,O hacia el cerebro para continuar con el proceso de edema (Hossman y Kleihues, 1973;

Raichle, 1983; Nedergaard, 1988; Cohan, Mun, Petite, Correira. Da Silva y Waldhom, 1989; Lutz
et al., 1994).

Klatzo en 1967 describio los diferentes tipos de edema cerebral que ocurren durante el fenomeno

isquémico. En el inicio (1-2 dias) se desarrolla Edema Cerebral Citotéxico que se caracteriza por
aumento del contenido de H,O en el

P con la consecuente tumefaccion de las
neuronas. Posteriormente aparece el Edema Cerebral Vasogénico (después del 3er. dia) el cual se

caracteriza por la salida de liquido de los vasos intracerebrales que condiciona aumento patolégico
en el contenido acuoso del tejido encefilico, debido al incremento de H,O en el compartimiento
extracelular al parecer condicionado por el efecto de los productos toxicos provenientes de la

destruccion celular (sistema de Kinina-Kalikreina, Acido Glutimico y Acido Araquidonico) (Klatzo,
1967; Fishman, 1975; Martinez, 1991)

wv) Formacion de radicales libres. Un radical libre ¢s una molécula que tiene como caracteristica que
en su Orbita tiene un electron tnico en lugar de un par de electrones que se requieren para ser estable.
Por lo tanto los radicales libres son altamente reactivos debido a su tendencia a agregarse a otras
moléculas con las cuales entran en contacto. Los radicales libres mas importante desde el punto de
vista biolégico son el radical superdxido (O;), peroxihidroxil (HO,) y el radical hidroxil (HO).
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Ademas esta el peréxido de hidrogeno (H,0,) que frecuentemente se incluye dentro de estas
moléculas reactivas. Se ha pensado que mucho del dafio celular que ocurre después de establecer el
O, durante la isquemia-anoxia ha sido atribuido a la accién de los radicales libres (Flamm,
Demoupolos, Seligman, Poser y Ransohoff, 1978; Siesjt, 1978; Lutz et al., 1994). La
microvasculatura parece ser el organo blanco de estos radicales libres y al dafarla modifican
significativamente la barrera hematoencefalica (Siesjd y Katsura, 1992; Lutz et al., 1994).

Los dafios que causan los radicales libres incluyen 1a desnaturalizacion de prc

produciendo la
inactivacion de enzimas (Oliver, Starke-Reed, Stadunan, et al., 1990; Folbergrova, Kiyota, Pahlmark

etal, 1993; Lutz et al., 1994), la ruptura de ADN vy la iniciacion de peroxidacion lipidica, proceso
que probablemente lera la for

on de radicales libres de manera muy significativa. Ademas
causan destruccion directa de la integridad de la membrana y de las proteinas de membrana. La

peroxidacion lipidica determina la formacion de productos toxicos (Schmidley, 1990; Lutz et al.,
1994). Los radicales libres también se pueden generar a partir de lipidos, por ejemplo a partir del
acido araquidénico cuando es metabolizado por la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa durante la
reperfusion. Sin embargo la fuente mas importante de radicales libres es el metabolismo de Ia
purina, xantina e hipoxantina por la xantina oxidasa (X0O). Durante la isquemia-anoxia se producen
grandes cantidades de xantina e hipoxantina. La XO se forma bajo condiciones normales acrobicas
predominantemente en la forma conocida como xantina deshidrogenasa (XDH) la cual usa
nicotinamida adenin-dinucléotido (NAD") como donador de electrones, catalizando la siguiente
reaccion:

Xantina + H,O + NAD* — 4cido urico + NADH + H”

Durante la isquemia-anoxia suceden dos aspectos importantes.

No sélo la degradacion de ATP
determina una acumulaciéon de xantinas e hipoxantinas, los substratos que sirven para formmar el

superdxido, sino que también determina el cambio de XDH a XO que es un productor importante
de uratos. Se piensa que ésto se lleva a cabo por el aumento del Ca?* inwacelular activando ia

enzima calpaina que promucve la conversion de XDH a XO. La XO usa O, como donador de
electrones y produce O, por medio de la siguiente reaccion:
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Xantina + H,O + O, — acido urico + 20, + 2H"

Otro posible mecanismo para la producciéon de radicales libres durante la reperfusion incluye la
disfuncién o sobreactivaciéon de la cadena respiratoria que determina la reduccién de O,, los
neutrofilos responden al tejido lesionado por la formacion excesiva de O o por la autooxidacién de
catecolaminas.

Dado que los radicales libres se producen durante el metabolismo normal. la célula posee
mecanismos de defensa enzimiticos y no enzimaticos muy especificos cuya funcién es inactivar a
los radicales libres tan rapido como aparezcan. Estos mecanismos incluyen por ejemplo a la enzima
super-oxido-dismutasa (SOD) que transforma O, a H,O. y la catalasa y la peroxida de glutation que
convierten H,O, a O; o H.O. Estos sistemas enzimaticos estin relacionados con mecanismos
moleculares que involucran el ascorbato, vitamina E y glutation (Raichle, 1983; Kaplan et al., 1987;
Krause et al., 1988; Nedergaard, 1988; Opie y Dphil, 1989, Lutz et al., 1994; Téllez et al., 1996).

vi) Acidosis. Esta firmemente establecido que aquellas condiciones que promueven el metabolismo
anaerébico de la C¢H, O, para producir lactato incrementan el dafio neuronal. Durante la isquemia
ocurren cambios dcido-bdsicos caracterizados por un aumento cn el contenido tisular de lactato desde
los primeros 5 segundos de iniciada la isquemia y sigue en ascenso linear en los 60 segundos
subsecuentes, se considera que se alcanza una cantidad total de icido lactico de 9 umol/gr. En la
actualidad no se conoce qué mecanismos moleculares contribuyen a la disfuncion de la membrana
como resultado de 1la mayor acidosis durante la isquemia. Al parecer la acidosis aumenta las
reacciones de los radicales libres (Ljunggren et al., 1974; Martinez, 1991; Lutz et al_, 1994).

La diferencia entre la isquemia completa y la incompleta en el adulto es muy significativa debido
a que esta tltima se asocia con acidosis lactica severa a nivel tisular. La acidosis es importante
debido a que ¢l flujo sanguineo residual de la isquemia incompleta continua liberando CsH,,0¢ €n
un territorio con mecanismo glucolitico anaerébico produciendo gran cantidad de acido lictico
(Raichle, 1983; Martinez, 1991; Lutz et al., 1994). La lactoacidosis tisular parece tener
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determinacion importante en la muerte de la célula isquémica y los niveles de C,H,,0, en el tejido
preisquémico son los que determinan los niveles de lactoacidosis tisular (Pulsinelli, Levy vy DufYy,
1982a; Raichle, 1983; Lutz et al., 1994). Estudios realizados en animales con isquemia cerebral total
por periodos tan largos como una hora, mostraron al menos recuperacién parcial del metabolismo
tisular y de las funciones béasicas, mientras que los animales sometidos a isquemia incompleta con
menos-del 10% del flujo sanguineo normal no tuvieron dicha recuperacion (Raichle, 1983; Kaplan

et al., 1987; Nedergaard, 1988).

Durante la isquemia incompleta la acidosis lactica depende de dos factores: la glicemia y la cantidad
de C.H,,0, suplementada por e FSC residual. Ante hiperglicemia el lactato tisular puede llegar
hasta 20 umol/gr lo que condicionard un pH intracelular de 5.5 o menor (Raichle, 1983; Martinez,

1991).

La recuperacion electrofisiologica puede empeorarse en relacion directa con los niveles de lactato.
La acidosis lictica produce disminuciéon del pH y causa daflo mitocondrial. También la
concentracion intracelular elevada de H* puede dafiar la mitocondria y ocasionar secuestro de Ca®*

por interferencia con el gradiente quimiosmético (Kaplan et al., 1987; Lutz et al., 1994).

El paso final de la glucélisis anaerobica -la reaccién lactato deshidrogenasa- es responsable de la
regenecracion del NAD". Por lo tanto, si la glucélisis terminara en piruvato durante la anaerobiosis,
el NAD" se depletara y la glucélisis se detendria (Murray, Granner, Mayes ¥y Rodwell, 1992; Lutz

et al., 1994). Desafortunadam elr Itado sera la ac lacién de lactato como producto
metabolico final, con la consecuente acidosis intracelular (Carafoli, 1987). El aumento de la acidosis

in lular deter i daflos significativos en el tejido neuronal (Rehncrona, Rosen y Siesjs, 1980;
DeCourten-Meyers, Myers y Schoolfield, 1988). Durante la isquemia sostenida se han observado
‘cambios significativos como edema, inhibicion de la respiracién mitocondrial, inhibicion de la
oxidacién de lactato y Ja inhibicion de la liberacion de H* produciendo la formacion de radicales
libres (Drewes et al., 1973; Marshall, Welsh, Durity, Lounsbury, Graham, Path y Langfitt, 1975a;
Raichle, 1983; Krause ct al., 1988; Kass, et al., 1989; Siesjé y Katsura, 1992; Lutz et al., 1994).
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1.1.3.2 Alteraciones morfologicas y funcionales. Existen evidencias experimentales que sugieren
fuertemente que el desarrollo del dafio morfolégico por isquemia cerebral es dependiente del tiempo
Se ha observado que el flujo umbral relacionado con la falla de la membrana celular es muy cercano
al flujo umbral para que se desarrolle el infarto, s6lo que para que se establezca el infarto se requicre

1983; Grah 1992).

de tiempo (Hei

Los neuropatélogos han definido por lo menos cuatro variedades morfolégicas del dafio cerebral

isquémico, que incluyen: la autélisis, el infarto, la necrosis isquémica neuronal selectiva (NINS) y
la necrosis neuronal generalizada (NNG). El dafio cerebral autolitico se caracteriza por

agrupamiento de cromatina, edema mitocondrial y dispersion uniforme de ribosomas a lo largo de
todas las células cerebrales (Kalimo, Garcia, Kamijyvo, Tanaka y Trump. 1977; Pulsinelli, 1985).
Tales cambios son la consecuencia de la isquemia terminal del cerebro sin reperfusion como se ve
en el wjido cerebral post-mortem. El infarto cerebral se define como una drea de pannecrosis, esto
es, el volumen de tejido en el cual todas las células (neuronas y glia), los vasos sanguineos (arterias,
venas y capilares) y las fibras nerviosas (mielinizadas y no mielinizadas) sufren de necrosis
(Marcoux et al., 1982; Pulsinelli, 1985; Torvik y Svindland, 1986; Nedergaard, 1988; Graham,
1992). La NINS se define como la zona de transicién entre el area cerebral infartada y el tejido
cerebral completamente normal, es decir se trata de la zona en la que se presenta pérdida irreversible
de algunas neuronas y no asi de otras células que preservan la estructura tisular (Pulsinelli, 1985;
Nedergaard, 1988; Buchan, 1992; Graham, 1992). La NINS es particular para ciertas poblaciones
de neuronas tales como las células piramidales de la region CA1l del hipocampo, las neuronas
corticales de las laminas 3, S y 6, las células de Purkinje del cerebelo y las neuronas de tamafio
pequeiio y mediano del estriado (Pulsinelli, Brierley y Plum, 1982b; Buchan 1992).

'La NNG se refiere a la destruccion celular severa en la Que se presenta necrosis laminar densa con
afeccidn tanto de neuronas como de glia y endotelio (Pulsinelli, 1985; Nedergaard, Astrup y Klinken,

1984; Martinez, 1991).
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Aunque las limitaciones de tiempo y espacio no permiten comparar detalladamente los factores
involucrados en la produccion de los diferentes tipos de dafio cerebral isquémico, debemos tener
presente las diferencias entre el infarto cerebral, la NINS y la NNG y considerar la posibilidad de

que aunque todas las variedades de dafio cerebral isquémico pueden compartir la via final comun de
an diferentes mecanismos que pueden diferir para cada una de estas

muerte celular, se disp
(DeGirolami, Crowel y Marcoux, 1984; Pulsinelli, 1985).

entidad

Uno de los principales mecanismos involucrado en el infarto es la influencia del flujo sanguineo.

La reduccion de FSC no es homogénea en el tejido que sufre de isquemia incompleta.
focal se ha observado que el tejido forma un anillo alrededor del sitio

Fi nt: te en la isqu
en donde el dafio isquémico es mas severo y en el cual existen fallas energéticas y de los
mecanismos de intercambio iénico. A esta condicion de distribucion geométrica se le conoce como
"penumbra isquémica” (Astrup et al., 1981; Marcoux, Morawetz, Crowell, DeGirolami y Halsey,
1982; Torvik et al., 1986) y se refiere al tejido cerebral isquémico perfundido que esta entre dos
niveles, considerando como el nivel superior el flujo umbral para la falla de la funcién neuronal y
el nivel inferior el flujo umbral para la falla de la membrana celular (Heiss, 1983). Es decir. el drea
alrededor del infarto conserva flujo sanguineo residual suficiente para mantener la viabilidad del
tejido pero insuficiente para permitir la transmision sinaptica normal, ya que el patron en la
reduccioén del flujo sanguineo depende de los vasos colaterales y de la presion de perfusion local
(Nedergaard et al., 1984; Torvik et al., 1986). Esto ha sido confirmado por estudios en los que se
ha realizado oclusion de la ACM y se ha utilizado la técnica de aclaramiento de hidrégeno para
apreciar que el FSC local es gradualmente reducido de la periféria al centro del territorio de dicha
arteria (Marcoux et al., 1982).

Los estudios experimentales y las observaciones clinicopatolégicas sugieren la existencia de una
zona de necrosis neuronal selectiva en la zona de tejido aparentemente normal Que rodea al infarto,

que se ha llamado infarto incompleto o parcial y se asocia con pequefias dreas de necrosis neuronal
dispersas con preservacion variable del neuropilo (Nedergaard et al., 1984) y desde luego no

involucra los vasos sanguineos (Graham, 1992). Lo que se ha denominado jpfarto completo solo
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representa uno de los estados finales de los diferentes cambios inducidos por la duracién y la

severidad de la isquemia (Nedergaard et al., 1984; DeGirolami et al., 1984).

La fisiopatologia de la severidad en el limite anatémico del infarto se explica por los distintos
umbrales de flujo para infarto, el umbral puede verse influido por la disponibilidad de O, y C;H ;O
(Pulsinelli ct al., 1982a; Graham, 1992). La demarcacién severa del infarto puede explicarse
alternativamente por un cambio repentino de flujo en el margen del infarto, ya que la perfusién es
considerablemente incrementada en el periodo temprano después de la isquemia transitoria
(Pulsinelli et al., 1982a; Nedergaard, 1988). Ademas la zona limite o las lesiones vertientes (Meyer,
1953; Zuich, 1953; Pulsinelli, 1985) son los mejores ejemplos de daiio cerebral isquémico focal
causado por la anatomia vascular. En tales lesiones, la necrosis isquémica ocurri6 en la vertiente de
las zonas del territorio arterial mayor y es mejor ejemplificada por el infarto de la zona limite entre
la arteria cerebral anterior (ACA) y la ACM, donde la presiéon de perfusion es la méas baja (Noback,
Strominger y Demarest, 1993). Tales lesiones de la zona limite tipicamente ocurren en episodios
de hipotension severa y han sido reportadas tanto en situaciones clinicas como en animales de
experime_ntacién (Brierley y Excell, 1966; Brierley, 1977; Marcoux et al., 1982; Nedergard et al.,
1984; Pulsinelli, 1985; Graham, 1992).

Los mecanismos involucrados en el dafio neuronal selectivo estin intimamente relacionados con las
alteraciones metabdélicas y electrofisiologicas que sufre el tejido isquémico, es decir participan la
deplecion energética, la acidosis ldactica que al parecer es la caracteristica mas prominente de la
conversion de la lesion neuronal selectiva al infarto, el aumento intracelular de Ca** y los procesos
enzimdticos que conllevan al dafio celular y las excitotoxinas representadas principalmente por los
neurotransmisores excitatorios Glu y Asp (Jorgensen et al., 1982; Nedergaard, 1988; Tanaka et al.,

1993).
En los estudios experimentales se han descrito principalmente tres tipos de dafio neuronal debidos

a la isquemia-anéxia que son: proceso celular isquémico, muerte neuronal tardia y dafio neuronal
inducido por aminodcidos excitatorios (Graham, 1992). El estadio temprano del proceso celular
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isquémico se caracteriza por la microvacuolizacion, seguida del estado de cambio celular isquémico
con incrustaciones y finalmente cambios celulares homogeneizados y eventualmente desaparicion
de la neurona (Brierley et al., 1973; Graham, 1992). En relacioén con la muerte neuronal tardia se
han observado dos tipos de cambios neuronales después de periodos de isquemia entre 5 y 30
minutos. En la situacion isquémica breve, es decir de 5 a 10 minutos, se observaron cambios
neuronales ripidos que correspondieron al proceso celular isquémico, mientras que con periodos mas
prolongados de isquemia (20 a 30 min) en estudios estructurales se observé desagregaciéon de
poliribosomas, incremento en el namero de grianulos obscuros sueltos y acumulacién de cisternas
del reticulo endopldasmico. Mientras que estos cambios se consideraron como una nueva forma de
dafio neuronal seguido de isquemia, la transicion del proceso celular isquémico fue visto en las
neuronas de la regiéon CAl del hipocampo. Después de 4 dias del periodo de isquemia las neuronas
de la region CA1 tuvieron dafio neuronal irreversible. La muerte neuronal tardia en el hipocampo
de la rata tiene ciertas similitudes con la cromatélisis central y sin embargo es causada por un
proceso de dafio neuronal primario (Hossmann y Zimmermann, 1974; Pulsinelli et al., 1982b; Petito
y Pulsinelli, 1984: Graham, 1992). El dafio neuronal inducido por los aminodcidos excitatorios
se ha estudiado mediante la administracion sistémica de éstos. Especificamente con el Glu, se ha
observado que en la retina y el cerebro induce daiio caracterizado por edema masivo agudo de las
dendritas y de los procesos espinosos de las neuronas susceptibles, seguido por cambios

degenerativos agudos de los organelos intracelulares y agrupamiento de la cromatina nuclear que

rdapidamente progresa a picnosis nuclear. Este proceso es agudo, los cambios dendrosomales

aparecen a los 60 min de la administracion sistémica del Glu. Debido a que los axones que pasan
por la terminal del area dafiada permanecen aparentemente normales, la lesiéon se ha denominado
dendrosomatotéxica pero el axon limitado es un tipo de reaccion histologica (Jorgensen et al., 1982;

Schimdt-Kastner, Ophoff y Hossmann, 1990; Graham, 1992).

Junto con los tipos de dafio neuronal mencionados anteriormente se asocia la reaccion glial. La
mayor parte de la reaccién de los astrocitos y de la microglia se presenta después de que las neuronas

han mostrado el dafio neuronal irreversible (i.e. después del estado de microvacuolizacién) y puede
ion es proporcional a la severidad de la destruccion neuronal. Es

continuar por Estar
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decir, si la necrosis neuronal es moderada, la reaccion glial también es moderada. Pero si es severa,
1a reaccion es intensa y el tejido puede llegar a representarse por una cicatriz firme (esclerosis) en
ciertas laminas de la neocorteza y ciertas zonas del hipocampo (Brierley et al., 1973; Petito et al.,
1984; Gill, Nordholm y Lodge, 1992; Graham, 1992).

Como puede observarse, 1os astrocitos son importantes en la patogénesis de la lesién cerebral por
ite dilata el citoplasma de los astrocitos, seguido

isquemia. Ya que la isq ia casi ir
alrededor de 40 min por incremento gradual de la densidad mitocondrial en el pie perivascular y
varias horas mas tarde en el citoplasma. Esta secuencia se asocia con el incremento rapido del K*
en el liquido extracelular (LEC). Se sospecha que los astrocitos con tasa alta de metabolismo basal
son muy sensibles a la hipoxia. Interesantemente su tasa metabédlica se incrementa durante la
hipoxia, 10 que refleja aumento en el consumo de O, y C.H,;~-O; que estia asociado con la
lular. Los astrocitos edematizados pueden tener efectos daflinos en la isquemia;

hiperkal ia ex
uno de estos efectos es el incremento en la distancia de difusiéon del O, del vaso sanguineo a la
neurona especialmente cuando se presenta edema astrocitico perivascular. Otro de los efectos puede
ser el aumento paraddjico en el consumo de energia en el tejido relativamente deficiente de energia.
Estos efectos pueden concebir una espiral de propagacion de falla energética por incremento tisular
de la demanda energética y disminucion neuronal del suplemento energético (Kaplan et al., 1987).
Otras observaciones hechas con técnicas de microscopia reportan que la afinidad por la tincién acida
en la lesion isquémica celular ocurre en €l momento en el que la integridad mitocondrial se pierde
y la membrana celular se rompe. Estos cambios se observan en el microscopio electrénico. Estas
alteraciones son representativas del estado del dafio irreversible. Las alteraciones tempranas, tales
como el encogimiento, la picnosis y la basofilia preceden a la acidofilia, y no son indicadores de
lesion neuronal, puesto que estos cambios son completamente reversibles. La acidofilia de las
células nerviosas es evidente después de 16 a 18 horas del insulto isquémico focal. La presencia de
neuronas acidofilas es un indicador del dailo neuronal definitivo. Las neuronas acidofilas
desaparecen después de pocas semanas, y la infiltracion de fagocitos persite (Petito et al., 1984;
Nedergaard, 1988). En el infarto, las neuronas necréticas tienen ciertas caracteristicas como son

30

«



citoplasma cosinéfilo, nucleo encogido y cromatina nuclear dispersa (Nedergaard et al., 1984;
Torvik et al., 1986; Nedergaard, 1988).

Desde el punto de vista funcional también es importante considerar que la actividad eléctrica cerebral
es responsable del 502 o mas del consumo energético cerebral (Lutz et al., 1994), y que la reduccién
del FSC por debajo del 45% de lo normal es suficiente para alterar ¢l estado de energia del tejido.
Las evidencias sugicren que la ligadura bilateral de _las arterias cardtidas en ratas ligeramente
anestesiadas se acompaiia por cambios en las diferencias arterio-venosas de O, y CO,, lo que sugiere
una reduccion del 50% en el flujo sanguineo en las partes supratentoriales del cerebro (EklSf y
Siesjs, 1972a; Ekl6f y Siesjd, 1972b). Otros parametros fisiologicos como son la presion arterial
media (PAM) y las concentraciones de gases arteriales. en el caso de isquemia focal mediante
electrocoagulacion de ACM izquierda (Tyson. Teasdale. Graham, McCulloch, 1984) u oclusién de
ACM (Uematsu, Greenberg, Reivich y Karp. 1988) y de isquemia global transitoria por oclusion de
cuatro vasos (Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinelli et al.. 1982a; Pulsinelli et al., 1982b; Rosdahl,
Seitzberg, Christensen, Balchen y Diemer, 1994), pinzamiento de arterias braquiocefilica y
subclavia izquierda (Hossmann et al., 1974), pinzamiento de arterias carétidas mas hipotensiéon de
50mm Hg a través de exsanguineaciéon (Smith, Auer y Siesjd, 1984) o pinzamiento de arterias
innominada y subclavia izquierda mas hipotension de 60-80mm Hg inducida mediante nitroprusiato
de sodio (Schmidi-Kastner et al., 1990) han mostrado variaciones no significativas con respecto a
los valores control. Desde luego que todas las situaciones isquémicas antes mencionadas son muy
diferentes a la que se presenta en la isquemia global por paro cardiorrespiratorio (Pluta, Lossinsky,
Mossakowski, Faso y Wisniewski, 1991; Cervantes, 1993).

Se han propuesto algunas hipétesis que tratan de explicar el dafio celular que aparece subsecuente
a la reperfusion, entre las que estan: Ames III, Wright, Kowada, Thurston y Majno, (1968)
observaron que si se ocluian los grandes vasos del cuello por periodos de mas de 7 min la
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recirculacién cerebral inmediata se hacia progresivamente mas dificil de obtener en proporcion
directa con el tiempo de la oclusién. Las causas aparentes fueron a) cambios en el estado de la
sangre; b) reduccion del calibre vascular, -especificamente la obstruccién multifocal de los
precapilares, capilares y arteriolas cerebrales- que sucede por la RVC elevada (vasoespasmo) y ¢)
combinacion de ambos factores. El estado que se establece por los cambios vasculares fue llamado
fené6meno de mo reflujo (Ames III et al.,, 1968; Plum, 1973 y Plum et al.. 1982). Algunas
explicaciones de este fendmeno son: a) el dafio microvascular y la migracién de los neutréfilos
producen edema endotelial, con la consecuente ausencia de reflujo y b) la formnacion de agregados
de plaquetas y trombos (Ames III et al., 1968; Tellez et al., 1996). Si la reperfusion se presenta
después del dafio isquémico, €sta puede incrementar el FSC por un periodo breve y dar como
resultado un tiempo mas prolongado de disminucion de flujo. Esta disminucién de flujo llamada
bipoperfusién resulta del aumento en la RVC asi como de la PIC elevada. La oclusién vascular por
factores mecanicos tales como el edema glial o endotelial y la agregacién plaquetaria o de células
sanguineas rojas puede ser otra explicacion de la hipoperfusion isquémica (Pulsinelli et al., 1982a).

Cuando el FSC se restablece después de un paro cardiaco, existe un periodo inicial de hiperemia que
puede ser importante en la recuperacion de la homeostasia ionica. La hiperemia puede resultar en
parte porque se acumula adenosina en el espacio extracelular después de la isquemia y la adenosina
es un potente vasodilatador. La hiperemia que sigue a la isquemia del SNC también puede estar
asociada con incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefilica y ésto a su vez puede
contribuir al desarrollo del edema e incremento de la PIC (Pulsinelli et al., 1982a; Dearden, 1985;
Krause et al., 1988; Cohan et al., 1989). La hiperemia cerebral notada inmediatamente después de
la restauracion de la circulaciéon probablemente es inducida por la isquemia, que ocasiona
acumulacién extracelular de H* a través de la formacion de acido lactico y por el flujo saliente de
K* de los depositos intracelulares. Se sabe que ambos iénes causan relajacion del musculo liso
cerebrovascular. Kuschisnky, Wahl, Bosse y Thurau en 1972 demostraron efecto aditivo de dichos
iones en la produccion de vasodilataciéon cerebral. A pesar de que los niveles de ATP cerebral
disminuyen durante el periodo isquémico, la acumulacion secundaria esperada de adenosina,
también puede jugar un papel impornante en la mediacién de la respuesta hiperémica temprana
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(Pulsinelli et al., 1982a). Petito (1979) describié dos cambios diferentes en la permeabilidad
cerebral; el primero lo observo inmediatamente después de un periodo de 30 min de isquemia y que
resulté en el incremento en el transporte de peroxidasa de rdbano asociado con incremento en la

pinocitosis de las células endoteliales vasculares cerebrales. Esto presumiblemente es un proceso
que requicre energia de las células endoteliales y que pueden representar un intento de la vasculatura
para compensar la disminucion en la liberacion del sustrato. El segundo cambio que observoé Petito
fue un incremento generalizado en la permeabilidad cerebral tanto para la peroxidasa de rabano
como para el azul de Evans, lo que representa salida pasiva de los marcadores a través de la pared
de los vasos necréticos (Petito, Pulsinelli, Jacobson y Plum. 1979; Pulsinelli et al., 1982a; Raichle,
1983).

En 1975 Ito, Spatz, Walker y Klatzo describieron un aspecto de "maduracion” en el dafio neuronal
de gerbos sujetos a 15 min o mas de oclusién unilateral de 1a arteria carotida. Este fenémeno de
maduracién, puede ser mejor definido en el sector H2 del hipocampo del gerbo, region que
corresponde a la zona CA2 o CA3 de acuerdo con la terminologia de Lorente de N6 (1934) y se
caracterizé por un proceso que mostré acentuacion de la tincién neuronal a las 20 horas de sobrevida
y después necrosis neuronal severa en la misma poblaciéon de neuronas de los animales que

sobrevivieron una semana (Ito et al., 1975; Pulsinelli, 1985).

Otro aspecto importante que puede contribuir a la reperfusion microvascular desigual es la
viscosidad sanguinea (Ames IIl et al., 1968; Kaplan et al., 1986). En estudios morfométricos
llevados a cabo durante la etapa de recirculacion se ha demostrado que la luz estrecha de los
capilares corticales es el resultado del edema endotelial en ratas hiperglicémicas expuestas a
isquemia cerebral incompleta severa durante 30 minutos. Las células endoteliales mostraron edema
progresivo durante la recirculacion. En animales normoglicémicos s6lo se observaron cambios
vasculares menores (Paljirvi, Rehncrona, Soderfeldt, Olsson y Kalimo, 1983; Nedergaard, 1988).
Es decir, histopatologicamente el compromiso severo de la luz capilar se ha observado con altas
concentraciones de lactato (Kaplan et al., 1986). Cuando las concentraciones de PCr, ATP y

C¢H,,0¢ disminuyen severamente, la concentracion de lactato se incrementa en la neocorteza
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paramediana, el estriado dorso-lateral y la region CA1 del hipocampo de ratas expuestas a 30
minutos de isquemia mediante la oclusién de los cuatro vasos. Después de la reperfusion, las
En cambio, a las 6-24 horas de reperfusién, las

concentraciones regresan a niveles normales.
o se incr ta en el estriado;

concentraciones de PCr y ATP disminuyen, mientras que la de 1
esto mismo ocurre en ¢l hipocampo entre las 24-72 horas de reperfusion. La recuperacion inicial y
después la caida de estos metabolitos en estas zonas, coincide con el inicio y el progreso del dafio

morfolégico en estas regiones cerebrales (Pulsinelli et al., 1983).

Otras lineas de investigacion que tratan de explicar el dafio celular que aparece subsecuente a la
reperfusion consideran al Ca?" y a los radicales libres, yva que el flujo entrante masivo de Ca** durante
la reperfusion inicia una cascada irreversible de eventos que incluye la generacion de radicales libres
de oxigeno y liberacién de AGL (Uematsu et al., 1988; Téllez et al., 1996). Dichos mecanismos
se explicaron anteriormente durante la fase 3 de la respuesta cerebral a la isquemia-anoxia.

Estudios recientes han demostrado que la reoxigenacion se encuentra asociada con una disminucién

de la eficiencia en la transferencia de electrones a nivel de la NADH-CoQ oxidoreductasa (sitio 1
d as de un incr > €en

de la cadena respiratoria) en la membrana interna de la mitocondria a
el contenido de Ca?" mitocondrial; este incremento puede ser daflino para la mitocondria, pues
induce una marcada disminucién de la fosforilaciéon oxidativa (Moreno-Sanchez, 1985a, 1985b;
Téllez et al., 1996), por lo que se ha especulado que la muerte celular ocurre cuando la sobrecarga
de Ca** produce la falla mitocondrial en la produccion de ATP (Darle, Stone, Smith y Martin, 1991;

Silverman, 1993; Téllez et al., 1996)

La reoxigenacion después de isquemia transitoria no provoca cambios en la concentracién del Ca?*

mitocondrial, pero durante isquemia de larga duracion ocurre acumulacién neta de Ca?" en el citosol
lacién (Di 1, 1984; Téllez et

y se observa entrada de éste a la mitocondria en el periodo de r
al., 1996). Se ha encontrado un paralelismo en las regiones donde se acumulé Ca?" y donde hubo

dafio cerebral por isquemia. Sin embargo, no se ha podido discemnir si la acumulacion del Ca**
precede a la necrosis neuronal o solamente ocurre como consecuencia del dafio celular. En ratas, la
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acumulacion y retencion de Ca®” en el cerebro posisquémico fue selectiva y tiempo-dependiente.
El patrén regional de la entrada de Ca?* se correlacioné con la progresiéon temporal del dafio celular
isquémico (Dienel, 1984; Tsubokawa et al., 1995; Tellez et al., 1996).

Las evidencias de la participacion de los radicales libres en el dafio por isquemia-reperfusion en el
cerebro son indirectas. Su pr ia se ha relacionado con la activacion de la lipoperoxidacién, la
alteracion de los componentes fosfolipidicos membranales, los cambios en los niveles internos de
los atrapadores endogenos de radicales libres y por el efecto protector de los atrapadores exégenos
(Yoshida et al., 1980; Wieloch y Siesjs, 1982; Watson et al., 1984; Téllez et al., 1996). El dafo
oxidativo a los lipidos de las membranas ha sido asociado con la isquemia cerebral. Las reacciones
de Fenton que ocurren durante la reperfusion se han implicado en el proceso oxidativo. La reaccion
de Fenton se refiere a la formacién de radicales libres de oxigeno como el ion hidroxilo a partir de
la interaccion del hierro (Fe**) con el radical libre superoxido. Durante este periodo se ha reportado
incremento de los radicales libres que provoca lipoperoxidacion (Yoshida et al., 1985; Téllez et al.,
1996). El cerebro es un blanco preferencial para el proceso de peroxidacion ya que tiene un alto
contenido de dcidos grasos polinsaturados y como la lipoperoxidacion es un proceso que depende
de la presencia de iones Fe®* (Halliwel y Gutteridge, 1984; Téllez et al., 1996), ciertas areas del

cerebro como el cuerpo estriado y el hipocampo, que son ricas en Fe?*, parecen ser particularmente
vuinerables a la lipoperoxidaciéon membranal y a la isquemia cerebral (Zaleska y Floyd, 198S5; Téllez
ct al., 1996).

A estas dos ultimas hipotesis sobre el dafio por isquemia-reperfusion se les han denominado
paradojas, pues resulta contradictorio que siendo el Ca?* y el O, esenciales para la liberacion de NTS
y la respiracion celular, sean dafiinos para la célula durante la reperfusion (Tellez et al., 1996).

‘Recientemente se ha postulado una hipétesis que podria tener un papel muy importante para el
establecimiento del dafio por reperfusion, la Paradoja del Protén. Este modelo postula que durante
la isquemnia, en la célula se ponen en marcha mecanismos anaerébicos que incrementan la
produccion de H* (produccion de acido lactico e hidrdlisis de ATP), lo que induce la activacion del
intercambiador H*/Na* de la membrana plasmatica, que da como resultado un aumento en la

35



concentracion de Na* intracelular; esta alta concentracion de Na®, estimula la actividad del

intercambiador Na*/Ca®* e induce un aumento en la concentraciéon de Ca®* (Scholz y Albus, 1993;

Alvarez et al., 1994; Tellez et al., 1996).

Existen evidencias que indican que el daflo tisular ocasionado por isquemi perfusion esta

asociado con la acumulaciéon de neutréfilos activados. Los radicales libres producidos durante la

reperfusion intervienen en la actividad quimiotactica de los neutréfilos. Una vez que se han adherido
al endotelio, los neutrofilos secretan especies reactivas de O. adicionales, ademds de enzimas

proteoliticas como la elastasa (Welbourn, Golman y Paterson, 1991; Téllez et al.. 1996). Al parecer,

los productos del dcido araquidénico tienen gran importancia en el dafio por reperfusion, ya que su

produccion aumenta de manera importante durante este periodo (Emster, 1988; Téllez et al., 1996).

Se han propuesto dos mecanismos: 1) el acido araquidonico y sus productos como el leucotrieno B,

y el tromboxano A, (como resultado del aumento en la actividad de la ciclooxigenasa y la

lipooxigenasa), que actitan como moléculas quimioticticas induciendo la adhesién de los neutréfilos
al endotelio y 2) los productos del dcido araquidénico, principalmente el leucotrieno B,, son potentes
estimuladores para la produccion de H,O. y de elastasa de los neutréfilos (Gimbrome, Brock y

Schafer, 1984; Smedly, Tonnesen, Sandhaus et al., 1986; Téllez et al., 1996).

Los radicales peroxido libres son capaces de contribuir de manera impornante al dailo irreversible
de los componentes membranales de las neuronas y de las cadenas de ADN. La ruptura de una o las
dos cadenas del ADN también puede ocurrir como consecuencia de la actividad de nucleasas debida

al incremento de Ca?®" libre intracelular que provoca la consiguiente alteracién de ia sintesis de

proteinas funcionales y estructurales que puede provocar dafio neuronal irreversible en el término

de varios dias post-isquemia (Cervantes, 1993).
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Los trabajos de Spielmeyer (1925), Meyer (1936), Vogt y Vogt (1937) y Scholz (1953) son
» de que regiones cerebrales especificas pueden ser mas vulnerables al dafio

respc bles del cc p
isquémico que otras. Spielmeyer (1925) sugirié que la particularidad del abastecimiento vascular

local facilita 1a insuficiencia vascular de regiones tales como el hipocampo. En contraste, los Vogts
(1937) hipotetizaron las propiedades fisicoquimicas de neuronas especificas que las hacen mas
susceptibles a la hipoxia-isquemia. Scholz (1953, 1963) en un intento por unificar estas opiniones,
recapitulé la evidencia con la que demostré que bajo condiciones fisiopatolégicas especificas el dafio
cerebral de isquemia focal puede ser atribuido primeramente a las particularidades vasculares
anatémicas mientras que bajo otras condiciones el patron del dafio cerebral solo puede ser explicado
por las propiedades unicas de las células mismas. Hay una alta variedad de lesiones cerebrales
focales isquémicas que son independientes de la distribucion vascular y que sélo pueden explicarse
por las propiedades fisicas y quimicas iinicas de las células afectadas (Pulsinelli, 1985; Graham,

Existen diferentes teorias para explicar porque algunas regiones cerebrales son mas

1992).
Ames IIl et al.,, en 1968 sugirieron que se debe al

vulnerables que otras a la isquemia.
empeoramiento del reflujo en las areas afectadas. Myers (1979) mostré que ciertas estructuras

nucleares en el tallo cerebral que desarrollaron lesiones isquémicas tempranas tenian un alto
contenido de glucégeno y sugirié que la vulnerabilidad se debié a acumulacion excesiva de acido

lactico en estas regiones.

Las regiones cerebrales selectivamente vulnerables a la lesién isquémica completa o incompleta en
animales en ayuno fueron aquellas con altas reservas de glucégeno (Kaplan et al., 1987).

La idiosincracia regional del FSC y del metabolismo en el periodo posisquémico son dos factores
que pueden explicar la mayor sensibilidad de ciertas neuronas al daiio isquémico asi como la

naturaleza progresiva del dafio neuronal en algunas regiones cerebrales. Por estudios realizados se
sabe que el metabolismo cerebral disminuye en el cerebro posisquémico, pero el grado de reduccion
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varia considerablemente, en algunas regiones la disminucién transitoria del metabolismo cerebral
es mayor que en ¢l tejido adyacente (Pulsinelli et al., 1982a).

En 1975 se introdujo el concepto de excitotoxicidad para tratar de explicar la vulnerabilidad selectiva
de ciertas éreas cerebrales (Martinez, 1991). Los NTS excitatorios pueden ser un factor que explique
las diferencias de vulnerabilidad de cada una de las regiones del cerebro; por ejemplo, la gran
vulnerabilidad al dafio del cuerpo estriado durante la isquemia-anoxia ha sido relacionada con lo
lento que desaparece la glicina del medio extracelular, la cual es un activador alostérico del receptor
NMDA (Lutz et al., 1994).

Muchas investigaciones indican una entrada particularmente alta de Glu en los campos dendriticos
altamente vuinerables de las células piramidales en el hipocampo y de las células de Purkinje en la
corteza cerebelosa (Cotman et al., 1981; Meldrum, 1981; Jorgensen et al., 1982). Meldrum (1981)
y Siesjo (1981) notaron que las neuronas de la region CA1l del hipocampo pueden tener alta
conductancia dendritica al Ca®" (Schwartzkroin y Wyler 1980) y sugirieron que la vulnerabilidad
pucde deberse a un flujo entrante excesivo de Ca®>", o a un desbalance entre la excitacién y la
inhibicion (Jorgensen et al., 1982). Hay estudios en los que se ha observado acumulacion de Ca**
en la region CA1 del hipocampo tras un episodio de isquemia, por lo que se ha supuesto que los
procesos celulares anormales debidos a la entrada de Ca?* pudieran ser los responsables de la muerte
neuronal (Araki et al., 1990; Tellez et. al, 1996).

La vulnerabilidad selectiva de algunas neuronas puede considerarse por los diferentes tipos de
canales de Ca?* presentes en sus membranas celulares asi como por los umbrales de flujo de Ca?*
(Dearden, 1985). Aunque muchas veces se ha propuesto que las preferencias en la susceptibilidad
resultan de diferencias en la suficiencia vascular, se ha observado que por ejemplo ¢l paro cardiaco
que produce isquemia completa uniforme ocasiona distribucion heterogénea de lesiones. Ademas
diferentes tipos de lesion producen diferentes patrones de lesion en animales similares y ésto siempre
hace una diferencia notable entre las células adyacentes y el grado de lesion. Es un hecho que las

areas vulnerablemente selectivas son siempre las que mantienen niveles altos de flujo sanguineo.
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La vulnerabilidad selectiva resulta entonces de: a) diferencias en los niveles celulares y b) el
compromiso vascular que probablemente ocurre durante el periodo de reperfusion, presumiblemente
mia y reperfusion (Kaplan et al.,, 1987). En el sector CAl del

por los cambios asociados con isq
hipocampo Ia vuinerabilidad selectiva se explica por la alta concentracion del receptor NMDA en

dicha regién (Martinez, 1991; Gutiérrez, 1991).

Entre las neuronas hay una mayor jerarquia de susceptibilidad al dafio isquémico (Brierley, 1977;
Brown, 1977). Las células piramidales CA1 del hipocampo y las células de Purkinje del cerebelo
parecen ser las neuronas mis altamente susceptibles del cerebro seguidas en orden por las neuronas
estriatales de tamafio medio y las neuronas neocorticales de Jas Jaminas 3, 5 y 6.

Dentro de las estructuras antes mencionadas hay orden de vulnerabilidad neuronal a la isquemia:

Hipocampo: CAl, CA4 > CA3 > células granulares
Cerebelo: Purkinje > células estrelladas y en cesta > células granulares > células de Golgi

Estriado: neuronas de tamaifio pequeiio y mediano > neuronas grandes
Neocorteza: laminas 3, 5 y 6 > laminas 2 y 4 (Pulsinelli, 1985).

Hipocampo

G i iG: {s)
La formacién hipocampica forma parte del arquipalio que corresponde a la corteza filogeneticamente
mas primitiva del telencéfalo (Noback y Demarest, 1981; Netter, 1991). Iniciaimente estd dispuesta

formando una estructura arqueada en la parte dorsomedial del hemisferio cerebral, que se extiende
desde el agujero interventricular hasta la parte rostral de la prolongacién temporal del ventriculo
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lateral ( L6pez Antuncz, 1979; Carpenter, 1986; West, 1986). Las formaciones hipocampicas de
ambos lados se relacionan por medio de fibras que pasan por la Jamina terminal y forman parte de
1a comisura anterior. Al producirse el gran desarrollo del neopalio, se¢ establecen conexiones
interhemisféricas masivas a través de la comisura anterior y especialmente del cuerpo calloso, que
constituye la comisura neopalial mas importante (Lépez Antunez, 1979; Noback et al., 1981; Willis
y Grossman, 1981; Carpenter, 1986; Netter, 1991). EI desarrollo del cuerpo calloso produce
profundas modificaciones en la formacién hipocampica, la cual es desplazada hacia la parte ventral
del hilio hemisférico para quedar finalmente situada en el piso de la prolongacion temporal del
ventriculo lateral y por delante de la lJamina terminal donde forma el rudimento prehipocampico que
constituye la parte anterior del hipocampo primitivo. Se continua hacia abajo con el micleo olfatorio
anterior y la parte lateral de la sustancia perforada anterior. Por delante del rudimento
prehipociampico se halla el area preolfatoria (Lopez Antunez, 1979; Noback et al., 1981; West,

1986).

El hipocampo es la parte de la formacion hipocampica que debe su nombre a su forma similar a un
caballo de mar. Es una estructura cilindrica curvada cuyo eje ventro-dorsal forma un semicirculo
alrededor del tilamo. Se extiende de la terminacion rostral del cuerno inferior del ventriculo lateral
a la parte posterior del cuerpo calloso (esplenio) (Noback et al., 1981; Netter, 1991). ’

Como todo el arquipalio, el hipocampo comprende tres regiones: el giro dentado (vecino a la cisura
coroidea), el hipocampo, asta 0 cuerno de Ammon (campos CA) (intermedia) y adyacente al

hipocampo esta el complejo subicular, (contiguo al neopalio) (Lépez Antunez, 1979; Noback et al.,
1981; Netter, 1991;). La corteza del giro dentado y el hipocampo pueden ser visualizados como dos
"Vs" ensambladas (Escobar, 1986) (Fig. No. 5).
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Fig. No. 5 Topografia del hipocampo de la rata (campos CAl y CA3 de la capa de células
piramidales. El eje longitudinal o septotemporal va desde el nucleo septal (SEP) a la corteza
temporal (CT). El eje transversal esta orientado perpendicular al eje septotemporal. GD = giro
dentado. (Tomada de Bravo, 1991; Galindo, 1991).

El hipocampo y el giro dentado son estructuras laminadas formadas por tres capas. El subiculum
¥y la corteza entorrinal son la transicion entre el hipocampo y las estructuras neocorticales formadas
por scis laminas. La region presubicular no esta rigurosamente separada del area retrosplenial o
neopalio (Willis et al., 1981; Brainteberg y Schiiz, 1983; Carpenter, 1986; Wyllie, 1993).

El giro dentado (GD) o fascia dentata debe su nombre a la apariencia dentada que muestra, la cual

es causada en parte por una serie de arterias perforantes que tienen su origen en las arterias coroideas
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anterior y posterior y que penetran a todo lo largo del giro (Willis et al., 1981; Wyllie, 1993).
Existen varias nomenclaturas para las porciones del giro dentado. La porcion adyacente a la fisura
hipocampal se designa seccion suprapiramidal. A la porcion opuesta se denomina seccién
infrapiramidal, y a la parte donde se conectan se designa cresta (Witter, 1989; Bravo, 1991). El GD
tiene una estructura trilaminar, constituida por las capas molecular o superficial (stratum
moleculare), granular o intermedia (stratum granulosum) y polimorfica o profunda (el hilus)
(Kappers, Huber y Crosby, 1967; Gaarskjaer, 1978; Amaral, 1978; Willis et al., 1981; Shepehred,
1990; Gonzilez, 1995) (Fig. No. 6).

El GD contiene neuronas de axén corto (Golgi tipo II). cuyos axones y dendritas se distribuyen
dentro de la misma capa en que estan situadas (Lopez Anwunez, 1979; Amaral y Dent, 1981; Wyllie,
1993). Algunas células de la capa granular dan origen a axones que ademas de emitir colaterales
para las neuronas de la capa polimorfica, llegan hasta el asta de Ammon y en su curso se ponen €n
relacion con las dendritas apicales de las células piramidales en el estrato radiado; a estos axones se
les llama fibras musgosas por la gran cantidad de varicosidades que presentan (Fig. No. 6). Otros
axones de las células de la capa granular llegan hasta el alveus para incorporarse posteriormente a
la fimbria (Kappers et al., 1967; Gaarskjaer, 1978; Amaral et al., 1981; Wyllie, 1993).

Al considerar las caracteristicas arquitectonicas y conexiones de la formacion del hipocampo,
Lorente de N6 (1934) subdividio el asta de Ammon o corneo ammonis (CA) en varios campos: CAl
o regio superior (Cajal, 1955), CA2, CA3 (a,b,c) o regio inferior (Cajal, 1955) y CA4 (Bayer, 1985).
Con otra terminologia se denomina del campo H1 al H5 (Rose, 1927), y de acuerdo con la
terminologia anterior corresponde a: H1 incluye los campos CA1, CA2 y CA3ay b, H2 comresponde
al CA3c, y del H3 al HS se incluyen el CA4 y la region hiliar (Brown et al., 1979; Willis etal., 1981;
Pulsinelli, 1985). La porcion anterior del hipocampo esta irrigada por la arteria coroidea anterior
(Brust, 1991), mientras que la mitad posterior de la formacion del hipocampo la irriga la arteria
coroidea posterior (Netter, 1991) o la arteria cerebral posterior (Graham, 1992). Todas estas arterias
son ramas de vasos arteriales de mayor calibre originados de las arterias carétidas intemas (Zeman
v Maitland, 1963; Marinkovic, Milisavljevic y Vuckovic, 1991; Graham, 1992).
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Fig. No. 6 Regiones de la forrnacion del hipocampo. Del lado izquierdo se muestra la parte ventral
formada por el giro dentado (GD), la regién hiliar, la capa o strarum granular y la capa o stratum
molecular. También se seftala el hipocampo propiamente dicho y sus diferentes campos CAl a CA4,

idalis, strat

asi como sus principales capas: stratum oriens o capa polimorfica, s#r. pir
radiatum y stratum lac lecular (capa mas profunda). La parte sagital esta formada por

el Subiculo (S) que se divide en Parasubiculo (PaS) y Presubiculo (PrS) y la Corteza Entorrinal (CE).
En el lado derecho se muestran los circuitos neuronales. La CE manda sus fibras a través de la via

perforante (VP) y hacen contacto sindptico en el tercio superior del arbol dendritico de las células
granulares, éstas a su vez envian sus prolongaciones, llamadas fibras musgosas (FM) hacia las

células piramidales del campo CA3. Los axones de las células piramidales de CA3 dan lugar a una
fibra recurrente colateral llamada colateral de Schaffer (CSch) que hace contacto sinidptico con los
campos CA2 y CAl (Tomada de Bravo, 1991; Galindo, 1991).
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En el asta de Ammon se reconocen los siguientes estratos a partir de la superficie ventricular: el
alveus que en su mayor parte se constituye de sustancia blanca, por el cursan fibras aferentes que
llegan al hipocampo de otras regiones, y eferentes constituidas por los axones de las células
piramidales del hipocampo y que parten de €l (Galindo, 1991; Parra, 1995). La capa polimérfica
también 1llamada strarum oriens donde ademas de fibras aferentes y eferentes, se hallan células en
cesta y otras pequefias células de forma variable cuyos axones se dirigen en su mayor parte a los
estratos mas profundos (Galindo, 1991; Parra, 1995) (Fig. No. 6). La lamina piramidal o strarum
pyramidalis que contiene la mayor densidad neuronal formada por 3 o 4 hileras de células
piramidales (Kappers et al., 1967; Willis et al., 1981; Parra. 1995). El estrato de células piramidales
presenta dendritas basales que se distribuyen horizontalmente por el estrato oriens y una dendrita
apical que se ramifica en los estratos radiado y molecular situados mas profundamente. La porcién
de la lamina piramidal que contiene las arborizaciones de las dendritas apicales de estas células
forman el stratum radiatum y el soma de las células tiende a formar el strarum piramidal o lucido,
que esta bien desarrollado en el area CA3 (Cajal. 1955; Kappers et al., 1967; Gaarskjaer, 1978;
Amaral et al., 1981; Bravo, 1991; Wyllie, 1993). De la base del soma de las células piramidales
parte el axon que después de cursar por el estrato oriens y el alveus pasa a la fimbria y
posteriormente al formix que constituye la principal via eferente del hipocampo (Cajal, 1955;
Gaarskjaer, 1978; Amaral et al., 1981; Bravo, 1991; Galindo, 1991). Las neuronas piramidales del
area CA3 son muy largas y sus axones dan unas fibras colaterales recurrentes llamadas colaterales
de Schaffer, que penetran al estrato lacunoso-molecular donde hacen sinapsis con las dendritas
apicales de otras células piramidales y conectan al campo CA3 con el campo CAl (Cajal, 1955;
Kappers et al., 1967; Simonsen, 1973; Gaarskjaer, 1978; Amaral et al., 1981; Willis et al., 1981;
Witter, 1989; Wyllie, 1993) (Fig. No. 6). A continuacion sigue el estrato radiado en ¢l que se
arborizan las dendritas apicales de las células piramidales. El stratum lacunosum formado por
muchas células esparcidas y un gran numero de fibras, algunas originadas desde la region inferior
del hipocampo y llegan al subiculo. Algunas de estas fibras son colaterales de las células
piramidales. Otras fibras de origen desconocido entran al estrato lacunoso desde la sustancia blanca
(alveus) inferior y conducen procesos entre las células de la capa piramidal a las células de este
estrato (Parra, 1995). La lamina o stratum moleculare es ¢l mas profundo y contiene las
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élulas piramidales, interneuronas

ramificaciones terminales de las dendritas apicales de las
diseminadas y fibras que llegan al hipocampo desde el subiculo y que corren paralelas y a corta
distancia en direccién de este estrato (Lopez Antunez, 1979; Issacson, 1982; Walle, 1987; Galindo,

1991; Parra, 1995).

Al compilcio subicular se le consideran varias partes que son: el prosubiculum, que es la regién mas
cercana al campo CALl, y adyacente al prosubiculum estin el subiculum, presubiculum (drea27) y
el parasubiculum (drea 49) (Fig. No. 6). Otra estructura estrechamente relacionada e interconectada
con la formacién hipocampal es la corteza entorrinal (area 28) que en la rata, con criterio
citoarquitectonico se divide en lateral (CEL) y medial (CEM) (Blackstad, 1956; Steward, 1976;
Wyss, 1981; Witter, 1989). La corteza entorrinal forma parte del giro parahipocampal y se localiza
Jjusto adyacente al parasubiculum. El prosubiculum esta separado de la fascia dentada por la cisura

hipocampica (L6pez Antunez, 1979; Bayer, 1985).

A las neuronas del CA1 también se les conoce como sector de Sommer, dado que fue el primero en
demostrar la alta vulnerabilidad de estas células a la anoxia, isquemia y epilepsia (Sommer, 1880;
Lépez Antunez, 1979; Willis et al., 1981; Escobar, 1986; Wyllie, 1993), mientras que el sector de

Brarz corresponde a los campos CA3 y CA4 (Willis, et al, 1981; Escobar, 1986).

1.2.2 Citoarquitectura v electrofisiologia

Los elementos celulares que constituyen la formaciéon del hipocampo son principalmente de tres

tipos: células piramidales, células granulares e intemeuronas.

Las c¢élulas piramidales constituyen los elementos citologicos mds importantes del hipocampo,
forman un estrato bien desarrollado (strarum pyramidalis) (Kappers ct al., 1967; Willis et al., 1981;
Escobar, 1986: Wyllie, 1993). Tienen somas de forma piramidal con base de 20 a 40 pm y altura
de 40 a 60 um. Se identifican dos tipos: a) neuronas de drbol dendritico corto que tienden a ubicarse
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en la parte superior del estrato, su dendrita apical es corta, tienen gran namero de espinas dendriticas
¥y su arborizacion apical y basal es muy ramificada; b) neuronas de drbol dendritico largo, se ubican
en la parte inferior del estrato, tienen una dendrita apical larga, un nimero pequefio de espinas
dendriticas y su arborizacién apical y basal es menos ramificada (Shepehred, 1990; Parra, 1995;
Gonzilez, 1995). Desde el punto de vista electrofisiolégico Kandel, Spencer y Brinley (1961)
identificaron mediante la estimulacion intracelular antidromica (fornix), ortodréomica (subiculum)
y directa (mediante el paso de corriente a través de un electrodo) poblaciones celulares de los campos
CA2, CA3 y algunas de CA4 y con base en la respuesta que obtuvieron clasificaron a las células
piramidales en dos tipos: 1) neuronas piramidales identificadas y 2) neuronas piramidales no
identificadas. Ambos tipos celulares mostraron propiedades similares. El potencial de membrana
de las células identificadas fue de 52.0 = 2.11 mV y el de las células no identificadas de 46.5 + 2.04
mV. En ambos grupos el valor maximo del potencial de acciéon fue de 110 mV con una media de
70 mV para las células identificadas y de 57.4 mV para las no identificadas. La duracién de la
espiga fue de 1.84 = 0.085 mseg y de 1.82 + 0.058 mseg para las neuronas identificas y las no
identificadas respectivamente. La estimulacion de la via antidromica activa poderosamente el

sistema de axones colaterales de inhibicion recurrente (Kandel et al., 1961).

Las células granulares constituyen la poblacion principal del giro dentado, se consideran neuronas
piramidales algo mal desarrolladas (Kappers et al., 1967; Willis et al_, 1981; Wyllie, 1993). Susoma
mide entre 10 y 15 um, tienen una o varias dendritas y sus axones forrman haces denominados fibras
musgosas que se proyectan a las dendritas apicales de CA3 (Escobar, 1986; Shepehred, 1990; Parra,

1995; Gonzilez, 1995).

Mediante estudios electrofisioldgicos se ha determinado que hay neuronas intrinsecas inhibitorias
dentro del hipocampo que son activadas por las descargas de las neuronas piramidales. Estas
neuronas son las células en cesta y producen potenciales postsindpticos inhibitorios (PPSI), mientras

que la excitacion del fomix provoca potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) (Escobar, 1986).
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Las jntemeuronas estan diseminadas en toda la formacion hipocampica. Se han descrito varios tipos,
Cajal en 1955 y Lorente de N6 en 1934 describieron dos tipos de células en cesta en el giro dentado.
Sus somas se encuentran al margen de la regién hiliar con la capa de células granulares (células en
cesta fusiformes) o bien incluidas en esta dltima (células piramidales), miden de 15 a 30 um, tienen

dendritas cortas de 3 a 6 um y con pocas espinas. Ambas envian sus axones dentro de la capa de
células; ad as, tienen una

células granulares para formar un plexo en cesta con los somas de
dendrita apical que asciende hacia la capa de células granulares y dendritas basales que corren a lo

largo del borde hiliar o penetran al Ailum (Gonzalez, 1995). Las intemeuronas conocidas como
células musgosas se distribuyen principalmente en la region hiliar (Amaral, 1978; Parra, 1995) y
aunque su morfologia suele ser variada (Ribak y Seress, 1983), principalmente se han reconocido
dos tipos de ellas, las multipolares y las fusiformes (Buckmaster, 1993; Parra. 1995). Existen otros
tipos de interneuronas que forman circuitos locales en el giro dentado (Shepehred, 1990) con somas

dentro de la capa de células granulares y el tercer tipo de interneuronas tienen su soma en la capa
molecular. Este aGltimo tipo de células se encuentran en la region dorsal y ventral de la capa
molecular, adyacente a la capa de células granulares y tienen un campo dendritico multipolar
(Shepehred, 1990; Gonzalez, 1995). Owo tipo de interneuronas son las células GABAérgicas, que
se encuentran distribuidas ampliamente en todo el hipocampo (Parra, 1995), aunque su densidad es
mayor en el GD donde se localizan subyacentes o dentro de la capa de células granulares y en la
region molecular dorsal (Gonzilez, 1995). En la region CA1l se han identificado 3 tipos de
interneuronas: interneuronas en cesta (B), intemeuronas oriens/alveus (O/A) e intermeuronas
lacunoso-molecular (L.-M), estas intermeuronas son todas inhibidoras (Lacaille, Kunkel y
Schwarntzkroin, 1989). Las células en cesta y las oriens/alveus median la inhibicién por
anteroalimentacion o feedforward y por retroalimentacion o feedback sobre las células piramidales
de CA1, mientras que las interneuronas L/M parecen mediar solo la inhibicion feedforward (Fig. No.

7) (Lacaille et al., 1989).

47



céluia en cesta
o interneurona O/A

célula
piramidal

N\

7 interneurona
7 e h L-M
TN

aferencia excitatoria ==}
hipocampal o
inhibitoria ————

]

4

Fig. No. 7 Diagrama que ilustra algunas conexiones del hipocampo. Las aferencias al hipocampo
hacen sinapsis con células piramidales y no piramidales y van a mediar la inhibicion anterégrada.
Las células piramidales hacen contactos sinapticos con las interneuronas O/A pero no con las
interneuronas L-M. Las interneuronas O/A establecen el circuito de inhibicién recurrente a través
de una colateral de la célula piramidal. Las 1.-M también forman un circuito inhibitorio con la célula

piramidal. (Tomada de Lacaille et al., 1989).

Muchos tipos de células en cesta y sus plexos axonales se encuentran alrededor del soma de las
células piramidales en el estrato piramidal. Las células de soma grande (aproximadamente 45 p de
diametro) tienen dendritas basales que llegan hasta el estrato oriens y dendritas apicales que
ascienden dentro del estrato radiado y lacunoso-molecular. Sus axones proyectan lateralmente por
varios cientos de micras y dan muchas colaterales que entran en el estrato piramidal y forman plexos
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parecidos a cestas alrededor del soma de la célula piramidal. Las células en cesta contienen nucleos
de forma irregular, reticulo endoplasmico denso y numerosos organélos, sus dendritas son espinosas
(o con espinas escasas), parecen burbujas (tienen abultamientos periédicos) y reciben muchos
contactos sinapticos. Los procesos axonales también muestran alargamientos periodicos
(varicosidades) y terminan en contactos sinidpticos simétricos. Muchas de estas interneuronas son
GABAérgicas, tienen potenciales de accion breve (0.8 mseg), una constante de tiempo corta (aprox
3 mseg) y espigas grandes después de la hiperpolarizacion (5 a 10 mV; 10-30 mseg). Responden
a la despolarizacion somitica con un tren de potenciales de acciéon que no disminuye y es seguido
por un periodo de hiperpolarizacion de larga duracion (100-800 mseg). En el potencial de reposo
las células en cesta disparan espontineamente potenciales de accion a una frecuencia alta y muestran
un bloque constante de PPSE (Lacaille et al., 1989). Las células en cesta se encuentran bajo control
sindptico de las colaterales de Schaffer y de las fibras comisurales (estrato radiado). Su estimulacion
provoca un PPSE scguido por un PPS1. Los PPSE de las interneuronas llegan a tener un pico mas
rapido que los PPSE de las células piramidales provocados por los mismos sitios de estimulacion.
Cuando se incrementa la intensidad del estimulo ¢l PPSE usualmente desencadena una descarga de
potenciales de accion. Dado que las células en cesta son excitadas con mas corta latencia que las
células piramidales, las primeras pueden ser activadas por feedforward con respecto a las células
piramidales. Las células piramidales excitan a las células en cesta y las células en cesta inhiben a
las células piramidales por feedback. Estos resultados muestran directamente una via de inhibicion
recurrente (feedback) de las intermmeuronas a las células piramidales. Las células en cesta tienen
contactos sinapticos principalmente con el soma de las células piramidales y también con las
dendritas proximales y basales de las células piramidales. También tienen contacto con procesos
dendriticos de otras interncuronas (Fig. No. 7) (Lacaille et al., 1989).

Las interneuronas que se encuentran en el estrato oriens-alveus tienen axén horizontal, su soma es
multipolar, con 20 a 30 u de diametro y se localizan en el borde de este estrato. El ax6n de estas
interneuronas se ramifica profusamente en el estrato oriens y piramidal y muestra inmunoreactividad
para GABA y para ¢l factor inhibidor de la liberacién de somatotropina. Las intemeuronas O/A
reciben sindpsis excitatorias de las células piramidales del CA3 ipsilateral y contralateral. La
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respuesta sindptica excitatoria es mas poderosa en las interneuronas O/A que en las células
piramidales y tienen potenciales de accion que descargan con latencia corta. Esto indica que las
interncuronas O/A son excitadas mediante feedforward mas riapida con respecto a las células
piramidales. Las interneuronas O/A inhiben a las células piramidales del CA1 mediante
hiperpolarizacién lenta y a las piramidales del CA3 rapidamente (Lacaille et al., 1989).

Las interneuronas L-M se encuentran en el borde del estrato lacunoso-molecular y penetran
intracelularmente en el estrato radiado de la region CA3. Por la morfologia de su soma (fusiforme
y multipolar) y de sus dendritas, las interneuronas L-M son similares a las células estrelladas del
estrato lacunoso descritas por Cajal en 1955 y por Lorenté de N6 en 1934. Las extensiones
dendriticas y las proyecciones axonales se han encontrado con arboles dendriticos que se expanden
de la scgunda a la tercera parte de la region CAl y a parte de la fascia dentada. Las dendritas son
més uniformes y en forma de rosario, proyectan al exterior del soma a través del estrato lacunoso-
molecular. Algunas dendritas se proyectan en el estrato radiado, donde se ramifican y
ocasionalmente se continuan a través del estrato piramidal y hacia el estrato oriens. Otras dendritas
suben hacia ¢l estrato lacunoso-molecular y cruzan la fisura hipocampal hacia la capa molecular del
GD. Los axones que emergen usualmente cerca de una dendrita primaria en el estrato lacunoso-
molecular son varicosos y envian proyecciones a unos milimetros a través de la capa L-M. Los
axones se ramifican inmediatamente alrededor y en el estrato radiado. Algunos procesos axonales
se ramifican en el estrato piramidal y en el estrato oriens. Las proyecciones axonales no se
restringen a la regiéon CAL1l, algunas colaterales del axon ascienden hasta el estrato lacunoso-
molecular, atraviesan la fisura hipocampal y cursan entre la capa molecular de la fascia dentada. Las
intemeuronas L-M son similares a otras células no piramidales con muchos contactos sindpticos en

sus dendritas espinosas (Lacaille et al., 1989).

Los registros intracelulares para las interneuronas L-M revelaron propiedades membranales
caracteristicas. En forma similar a otras interneuronas y en contraste con las células piramidales, la
resistencia de entrada de la membrana es mas alta (64 MQ), una hiperpolarizacién posterior
prominente sigue a cada potencial de accion y hay poca acomodaci6n a la frecuencia durante los
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pulsos de corriente despolarizante. Al igual que las células piramidales, la amplitud del potencial
de accién es grande (64 mV) y su duracion es larga (2.0 mseg), la constante de tiempo relativamente
lenta (8.6 mseg), los disparos espontineos no se presentan o son muy escasos y hay poca actividad
sindptica espontinea (Lacaille et al., 1989).

Aferentes tanto excitadoras como inhibidoras inciden en las interneuronas L-M, con PPSE y PPSI
provocados por la estimulacion de las principales vias de fibras del hipocampo. Asi como en las
interneuronas en cesta y en las O/A, la excitacion sinaptica de las interneuronas L-M es mas rapida
que la excitacion de las células piramidales, debido también probablemente a un mecanismo de
feedforward. Adicionalmente y conforme con las observaciones anatémicas de las dendritas de las
interneuronas L-M en la fascia dentada, la estimulacion de la capa molecular del giro dentado
provoca un PPSE en las interneuronas L-M. Las aferencias excitadoras ¢ inhibidoras tienen
diferentes orientaciones. Las fibras aferentes excitadoras corren transversas al eje septotemporal del
hipocampo, mientras que las aferentes inhibidoras corren en orientacion longitudinal. Las aferentes
excitadoras aparentan tener una trayectoria laminar y las aferencias inhibidoras una trayectoria
interlaminar (Lacaille et al., 1989).

Las fibras aferentes excitadoras a las interneuronas L.-M son las colaterales de Schaffer, las fibras
comisurales y las de la corteza entorrinal ipsilateral. El origen de las aferentes inhibidoras
permanece desconocido. Sin embargo puesto que la inhibicion de interneurona a intemeurona ha
sido observada en la region CA1l y puesto que han sido observados contactos sindpticos simétricos
glutamato descarboxilasa (GAD) positivos en las interneuronas L-M de la region CA3, la inhibicion
en las intemeuronas L-M de la region CA1 es muy probable que se origine en otras interneuronas
inhibidoras de la misma region (Lacaille et al., 1989)

Las intermeuronas del L-M inhiben a las células piramidales, pero las células piramidales no inhiben
ni excitan a las intemeuronas L-M. La inhibicion hiperpolarizante bloquea las espigas postsinégpticas
provocadas en las células piramidales. Los PPSI provocados en las dendritas de las células
piramidales por estimulaciéon de las células L-M son sensibles a variaciones en el potencial de
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membrana, en donde la amplitud del PPSI se incrementa con la despolarizacion de 1a membrana de
las células piramidales y la hiperpolarizacion disminuye cuando la membrana de las células
piramidales estd hiperpolarizada. Las interneuronas L-M inhiben a las intemeuronas del estrato

piramidal y no hay conexiones sinapticas en direccion inversa (Lacaille et al., 1989).

Las interneuronas L-M tienen contactos sindpticos con células piramidales e interneuronas de la
region CAl. Los contactos sindpticos axodendriticos en el estrato lacunoso molecular y radiado son
de tipo simétrico. Las intermmeuronas L.-M inhiben también a las células granulares de la fascia
dentada y a las interneuronas del estrato molecular (Lacaille et al., 1989).

El conocimiento que se tiene respecto al circuito local de la region CA1 se resume en la Figura No.
8 (Lacaille et al., 1989).

Dado que los procesos de las interneuronas L-M penetran en la fascia dentada. una célula granular
vy parte de 1a fascia dentada se incluyen en la figura. Se muestra una célula piramidal (P), una célula
en cesta (B), una interneurona oriens/alveus (O/A), una interneurona lacunoso-molecular (L-M) y
una célula granular (G). Se observa que las fibras aferentes hacen sinapsis excitadoras con las
células O/A, P, B y L-M en el estrato lacunoso molecular (sindpsis t, u, v, w respectivamente),
radiado (sinapsis g, a, f, 1) y oriens (sindpsis m, n, o, p). La mayor eficacia de estas sindpsis sobre
las interneuronas resulta en una excitacion mas temprana de interneuronas de O/A, B y L-M con
respecto a las células piramidales. Las aferentes del alveus tienen sinapsis excitadoras sobre las
células O/A, B y L-M (sindpsis i, h, r respectivamente). Las aferentes en el estrato molecular de la
fascia dentada tienen sindapsis excitadoras con las células G y las intemeuronas L-M (sindpsisaa y
bb). Las células piramidales tienen sinapsis excitadoras con las interneuronas B y O/A (sindpsis b
y ¢). Las células en cesta tienen sinapsis inhibidoras en el soma de las células piramidales (sinipsis
d) y posiblemente con intemeuronas O/A e interneuronas L-M (sindpsis e y s). Las interneuronas
hacen sindpsis inhibidoras en €l soma de las células P y B (sindpsis j y k respectivamente) y
posiblemente en interneuronas 1.-M (sindpsis q). Las interneuronas L-M tienen sinapsis inhibidoras
con las dendritas de las células P (sindpsis x), con intemeuronas del estrato piramidal (posiblemente
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células B, sinapsis y) y posiblemente con interneuronas O/A (sindpsis z). Las interneuronas L-M
tienen sindpsis inhibidoras con las células G (sindpsis cc) ¢ interneuronas del GD (Lacaille et al.,

1989).
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Fig. No. 8 Diagrama que ilustra algunas conexiones del campo CA1 del hipocampo. A= alveus; O=
oriens; P= piramidal; R= radiatum; L-M= lacunoso-molecular; F= fisura del hipocampo; Giro
Dentado= lamina superior; M= molecular; G= lamina granular; H= hilus. Tipos de sindpsis
demostradas fisiologicamente: Excitadora (abiertas); Inhibidora (cerradas); Indefinida (rayada),
sinépsis demostrada morfologicamente. (Para mis detalle ver texto) (Tomad:_n de Lacaille et al.,

1989).
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El Ailum tiene un circuito local complejo, con aproximadamente 21 tipos diferentes de intemeuronas
incluyendo los tipos morfologicamente distinguibles de células en cesta antes mencionadas (Ribak
y Seress, 1983; Seress y Ribak, 1983; 1988; Shepehred, 1990, Gonzilez, 1995). Por estudios de
inmunohistoquimica se sabe que muchas de las intemeuronas son inmunopositivas a GAD, la enzima
que cataliza el unico paso de sintesis del GABA, el mayor neurotransmisor inhibidor del SNC de
mamiferos; por tal razén, a estas células se les puede considerar GABAérgicas. En el hiltum el 60%
de neuronas polimérficas son positivas a GAD (Seress y Ribak, 1983; Gonzdlez, 1995).

1.2.3 Conexiones (aferencias, eferencias vy circuito basico):

Aferentes. Las principales aferencias hacia el hipocampo y el GD surgen desde la corteza entorrinal
(drea 28), de la region septal, del cingulo y del hipocampo contralateral. Las fibras aferentes llegan
al hipocampo a través de las vias perforante y alvear que proceden en su mayor parte de la corteza
entorrinal y pasan por el subiculo y el parasubiculo respectivamente (Fig. No. 9). Las fibras de la
via perforante terminan en el estrato lacunoso-molecular y las de la via alvear en el alveus y en el
estrato oriens. Gran parte de las fibras que llegan al estrato lacunoso-molecular provienen de la
corteza entorrinal del lado opuesto y alcanzan al hipocampo pasando por la comisura del mismo; las
fibras que terminan en el alveus y en el estrato oriens proceden del drea entorrinal del mismo lado.
Algunas fibras del patréon perforante entran al estrato molecular del giro dentado directamente desde
el subiculo, mientras que otras viajan primero hacia el estrato lacunoso-molecular del CA1 y CA3.
Del drea septal los impulsos son conducidos por el fornix. Desde la corteza del cingulo las fibras
cursan por el fasciculo homoénimo y llegan al asta de Ammon y en gran parte al subiculum. Las
fibras que proceden del hipocampo contralateral pasan a la fimbria y después cruzan la linea media
por la comisura o fisura del hipocampo (Simonsen, 1973; Steward et al., 1976; Wyss, Swanson y
Cowan, 1979; Lépez Antunez, 1979; Galindo, 1991; Bravo, 1991; Parra, 1995; Gonzilez, 1995).
También hay aferencias importantes pero con proyecciones menos numerosas desde algunas otras
regiones, incluyendo el hipotialamo, el tilamo y la amigdala (Galindo, 1991; Gonzilez, 1995).
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Fig. No. 9. Diagrama de bloques que muestra las principales conexiones del hipocampo. Resaltan
las estructuras involucradas en el circuito trisindptico. FM = fibras musgosas; INT = Interneurona;
Sch = colaterales de Schaffer (Tomada de Garcia Ruiz, 1994).

Eferentes. El hipocampo descarga sus impulsos a través del fornix, que estd formado por los axones
mielinizados de las células piramidales y en pequeiia proporcion por los de las células situadas en
la fascia dentada (Fig. No. 9). Las fibras pasan primero a la fimbria localizada en el borde medial
del hipocampo, sobre su superficie ventricular, dorsal a la fascia dentada. Al llegar a la parte caudal
del hipocampo, por debajo del esplenio del cuerpo calloso la mayor parte de las fibras de la fimbria
pasan a las comisuras posteriores del fornix, un pequefio namero cruza en la comisura hipocampica
y otras alcanzan la superficie dorsal del cuerpo calloso donde se incorporan a las estrias mediales
y laterales y forman el férnix dorsal. Gran parte de estas tltimas fibras pasan a través del cuerpo
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calloso para unirse al fornix principal (Simonsen, 1973; Lauberg, 1979; Wyllie, 1993). A nivel del
foramen interventricular se originan las columnas anteriores del fornix que descienden divergiendo
para perderse paulatinamente en las paredes laterales del tercer ventriculo (Nauta, 1958; Simonsen,
1973; Lauberg, 1979). Las columnas posteriores del fornix (crura fornicis), contormean la parte
posterior del tilamo y se unen bajo el cuerpo calloso para formar el cuerpo del fémix. Al
aproximarse a la comisura anterior, las fibras del fornix se separan en un componente precomisural
¥y otro poscomisural. A través de la fimbria y el fornix, el hipocampo envia impulsos a los nticleos
de la regién septal, al drea preoptica y a los nicleos anteriores del hipotilamo (componente
precomisural), a las dreas hipotalamicas ventral y lateral, nucleo anterior del talamo y nuicleos del

cuerpo mamilar (componente postcomisural). E! cuerpo mamilar descarga impulsos al nicleo

anterior del tdlamo por el haz mamilotaldimico y al tegmento mesencefalico por el haz

mamilotegmental (Lopez Antunez, 1979; Nauta y Feirtag, 1987).

El circuito interno primario o circuito trisindptico esta formado por una via monosindptica excitadora
(via perforante) que va de la corteza entorrinal a las células granulares del GD (primera sinapsis);
estas células ademas forman un circuito de inhibicion recurrente con las interneuronas inhibidoras
(Bravo, 1991; Morgane et al.. 1993; Gonzalez, 1995). Las fibras musgosas que provienen de las
células granulares del GD son una eferencia importante hacia la region CA3 del hipocampo, en
donde forman sindpsis excitadoras con las dendritas proximales de las células piramidales (segunda
sindpsis). La tercera via excitadora polisinaptica del hipocampo son las colaterales de SchafYfer de
las células piramidales del CA3 que terminan en las dendritas apicales de las células piramidales del
CA1 cuyos axones proyectan hacia el subiculum y la corteza entorrinal (tercera sinapsis) (Seress
y Ribak, 1983; 1988; Kosaka et al., 1984; Shepehred, 1990; Ammassari-Teule et al., 1991;

Gonzilez, 1995) (Fig. No. 9).

Las células piramidales del CA3 proyectan colaterales excitadoras hacia el septum lateral y hacia
el hipocampo contralateral y colaterales intrinsecas hacia partes més septales o laterales del CA3.
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Un sistema comisural e ipsilateral formado por las proyecciones de las células del hilio (CA4) llegan
hacia el primer tercio interno de la capa molecular dentada contralateral e ipsilateral (Otterser y

Storm-Mathisen, 1989).

4 i isores oduladores

En el hipocampo se ha encontrado un gran namero de neurotransmisores y neuromoduladores. El
GABA, es el principal neurotransmisor inhibidor y los neuromoduladores como la noradrenalina
(NA) y la acetilcolina (Ach) se distribuyen de un modo amplio (Shepehred, 1990; Gonzsilez, 1995).
Se han implicado al Glu principalmente y al Asp como transmisores excitatorios en el hipocampo
(Nadler et al., 1976, 1978).

La actividad del circuito intermno de la formacién hipocampica esta bajo la modulacién de neuronas
inhibidoras locales y de proyeccion, en su mayor parte a través de fibras GABAérgicas y colinérgicas
desde el septo medio, por fibras monoaminérgicas desde el rafe medio y vias noradrenérgicas desde
el locus coeruleus. Existen proyecciones de neuronas colinérgicas desde el drea del septo medio que
hacen sindpsis con las interneuronas del GD, y de las cuales se sabe son el mayor modulador de la
actividad theta hipocampal. Este complejo interneuronal junto con la actividad celular de
modulacién de monoaminas, es un factor integral en el mecanismo por el que la formacion
hipocampal puede recibir y procesar estimulos (Morgane, et al., 1993; Gonzilez, 1995).

El GABA es el aminoicido inhibidor mas importante en el hipocampo. Esta funcion ha sido descrita
tradicionalmente para las células en cesta, pero también se ha descrito en sindapsis axo-axonicas, axo-
somiticas y axo-dendriticas io cual es probable que controle la salida de las neuronas piramidales
en virtud de su densa inervacién en los segmentos iniciales del axon (Andersen, et al., 1966; Curtis
et al., 1971; Galindo, 1991). El GABA en el hipocampo se encuentra principalmente en las regiones
CAl, CA2, CA3 y en el GD, mientras que la GAD sélo se encuentra en la capa de las células
piramidales de CA3 (Stdrm-Mathisen, 1978; Galindo, 1991). Es interesante que las neuronas que
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contienen al GABA representan s6lo un sisterna local, ya que no se ha demostrado que el GABA en
el hipocampo provenga de alguna de sus aferencias (Waalas, 1983; Galindo, 1991). En el
hipocampo el GABA liberado por las interneuronas inhibidoras actia sobre el soma y dendritas de
las neuronas piramidales y granulares donde puede ejercer su accion sobre los dos principales grupos
de receptores que reconocen al GABA, los tipos A (GABA,) y los tipos B (GABA,;). En relacion
con los receptores GABA , se ha demostrado que cuando el GABA interactaa con cllos, se acumulan
iones con carga negativa en la cara interna de la membrana neuronal. Este fenémeno se debe a que
dicho receptor esta acoplado a un canal que permite el paso de iones Cl- hacia el interior de las
células. Debido a que los iones CI" se encuentran mucho mas concentrados en el medio extracelular
que cn el intracelular, una vez que se abren los canales que estin acoplados a este receptor se
desencadena la entrada de Cl" y las neuronas se hiperpolarizan. Se sabe que el receptor GABA
es sensible a bicuculina y es el responsable de los PPSI "rapidos" (Newberry y Nicoll, 1984; Bravo,
1991; Garcia Ugalde y Brailowsky, 1993).

Se conocen dos subtipos del receptor GABA,. Uno de ellos reduce el paso de Ca?®** hacia el medio
intracelular debido a que inhibe a los canales especificos para este cation. Los canales de Ca®>* que
estan acoplados a este receptor se encuentran en varios tipos de neuronas como las del ganglio de
la raiz dorsal y en las células bipolares de la retina. Este grupo de receptores se localiza
subcelularmente en terminales presinapticas de la médula espinal y de la retina, por esta ubicacion
se ha encontrado que tienen la capacidad de modular la liberacion de NTS que es dependiente de
Ca®*". El segundo subtipo de este receptor esti acoplado a proteinas G y activa una corriente saliente
de K* en neuronas de estructuras cerebrales como el hipocampo. Dicho evento dependiente de K*
da origen a los PPSI tardios o "lentos” que son bloqueados por el antagonista especifico del receptor
GABA,;, el faclofen. Estos receptores GABA; se localizan en la posinapsis de areas como el
hipocampo y la neocorteza, y se encargan de hiperpolarizar a las células nerviosas susceptibles
(Newberry vy Nicoll, 1984; Galindo, Bravo, Lépez y Solis, 1992; Garcia-Ugalde, et al., 1993;
Gonzilez, 1995).
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Aunque la accion del GABA esta usualmente asociada con hiperpolarizacién, un efecto
despolarizante ha sido descrito y se puede ver unicamente en las capas dendriticas, es debido a un
incremento en la conductancia membranal y sirve para cortocircuitar los potenciales postsinapticos
producidos por la entrada excitadora (Otersen y Storm-Mathisen. 1989).

En el hipocampo las neuronas tienen receptores con distribuciones espaciales diferentes, el GABA ,
se encuentra en somas y ¢l GABAg en dendritas (Shepehred, 1990; Gonzdlez, 1995). En el
hipocampo, el GABA puede interactuar con otros NTS o sustancias neuromoduladoras, por ejemplo,
se sabe que el Glu aumenta la respuesta de los receptores GABA , y que los receptores GABAg y la
serotonina pueden interactuar por medio de canales de K* acoplados a la misma proteina G.
Ademiis, los PPSI provocados por los receptores GABA , y GABA; pueden ser bloqueados por un
andlogo de la encefalina, aunque estos efectos pueden ser mediados por interneuronas inhibidoras
(Bravo, Solis y Meza, 1987; Shepehred, 1990; Solis, Bravo y Galindo, 1991; Gonzalez, 1995).

E! Glu esta localizado en la via perforante y por lo tanto a través de esta via se puede modificar la
actividad neuronal del hipocampo. La aplicacion ya sea de Glu o Asp "in vivo" o "in vitro" provoca
una despolarizaciéon neuronal por lo que se observa excitacion de una gran poblaciéon neuronal

(Meza, Bravo y Solis, 1986; Frank, et al., 1989; Solis, et al., 1991; Wyllie, 1993).

Se ha involucrado a los tres tipos de receptores para Glu en el hipocampo. El receptor NMDA se
encuentra preferentemente en el estrato radiado y en el estrato oriens particularmente en el CAl, los
receptores para acido kainico se encuentran concentrados en la zona de las fibras musgosas. Los
sitios para quisquilato tienen una distribucion parecida a los NMDA (Cotman et al., 1987).

Estudios electrofisiologicos sugieren que la transmision sindptica excitadora rdapida involucra
principalmente a receptores para quiscualato y icido kainico (Ganon, et al.,, 1986) y que los
receptores para NMDA estan involucrados en los eventos moduladores lentos tales como la
potenciacién a largo plazo y que median una menor parte de los PPSE monosinapticos en CAl.
Eswas vias excitadoras pueden contener otras sustancias neuroactivas. Las fibras musgosas tienen
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Glu o Asp como transmisor y células que se encuentran junto a estas células musgosas contienen
GAD que indica la presencia del neurotransmisor inhibidor GABA y establecen uniones en la zona
de la capa molecular. Otras neuronas en ¢l hilio tienen fibras inmunoreactivas a somatostatina que

se dirigen a la zona externa de la capa molecular dentada. La coleci inina se entra en el
sistemna comisural dentado en el ratén. La via perforante lateral y medial contienen encefalinas y
colecistocinina respectivamente (Fredens, et al., 1984). En la zona de las fibras musgosas se han
encontrado encefalinas, dinorfinas y colecistocinina, pero no se ha podido determinar si estos
coexisten con el Glu o ¢l Asp o se encuentran en fibras separadas (Otterser y Storm-Mathisen, 1989).

En el hipocampo la acetilcolina (Ach) ejerce efectos neuromoduladores sobre las células piramidales
en lugares distales al soma. E]l 50% del suministro colinérgico hacia el hipocampo se origina

primariamente en ¢l septo medio y en la banda diagonal de Broca (Shepehred, 1990).

Las proyecciones noradrenérgicas hacia el hipocampo provienen del locus coeruleus. La densidad
de estos suministros hacia el hipocampo difieren en sus diferentes regiones, de tal manera que son
mis densos en el hilum del GD y en el strrarum lucidum de la region CA3 y menos densos en el
stratum radiatum de la region CA1. Probablemente a causa de la distribucion diferencial de estos
suministros norepinefrinicos se ha encontrado que el sistema noradrenérgico ejerce efectos
inhibitorios por separado sobre las diferentes regiones del hipocampo. La norepinefrina (NE)
aplicada a la region CA1 puede disminuir la inhibicién de las células piramidales de manera directa
o bien puede disminuirla a través de las interneuronas inhibidoras (Shepehred, 1990; Solis, et al.,

1991).

El hipocampo se encarga de construir la salida final de los analizadores sensoriales de la neocorteza.
El 95% de la células piramidales del area CA3 se han descrito en su totalidad como multimodales,
respondiendo a casi cualquier combinacién de modalidades sensoriales, y también son descritas

como "conscientes de novedad”; esto significa que tienden a mostrar habituacién a un estimulo si
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es presentado en forma repetida, y responden mas facilmente a cosas que son nuevas; esto en si

mismo representa un tipo de proceso de memoria (De Felipe, et al., 1988; Frank, Schwartzkroin y
Phillips, 1989).

1.2.5 Inhibicié 1 hi

Es bien sabido que las neuronas excitadoras e inhibidoras participan conjuntamente en el
procesamiento de informacion dentro del SNC, de tal forma que el equilibrio excitacién-inhibicion
modula la excitabilidad del tejido nervioso (Solis, Bravo y Galindo, 1991). Por estudios
inmunocitoquimicos se¢ ha observado que la presencia de terminales sinapticas GABAérgicas en
varias estructuras del SNC (Reynold y Oakley, 1984; Solis, et al., 1991) como el hipocampo es muy
significativa, de tal forma que la presencia de esta gran cantidad de terminales inhibitorias, indica
que ¢l tejido neural esta fuertemente inhibido en su funcionamiento y para que se presentan algunas
conductas y funciones, algunos circuitos deben liberarse de la influencia de neuronas inhibidoras,
lo que determina el fenémeno de desinhibiciéon. Las influencias inhibidoras mas acentuadas son
producidas por los efectos de los neurotransmisores liberados sobre una neurona por otra neurona
inhibidora. Las neuronas inhibidoras pueden estar fasicamente activas, su actividad dependera de
la informacién que reciban en un momento dado, o bien, pueden estar tonicamente activas, es decir,
en actividad constante. Algunas neuronas inhibidoras pueden liberar neurotransmisor inhibidor en
forma constante y por lo tanto mantener a otra neurona constantemente inhibida. Esta inhibicion
puede climinarse si la neurona que estaba inhibida se despolariza directamente o bien si se inhibe
alanecurona que ejerce la inhibicion (desinhibicién) o por una combinacién de ambos mecanismos
(Dingledine y Gjerstad, 1980; Roberts, 1984; Solis, et al.,1991; Bravo, 1991).

El fenémeno inhibitorio que se observa en neuronas de las dareas CA3 y CA1l del hipocampo cuando
se estimulan con baja frecuencia aferencias neurales a esta estructura, es especialmente interesante.
En estas regiones hipocdampicas se registran PPSI de larga duracion que modifican la conductancia
de la membrana a diferentes iones, principalmente aumenta la conductancia al Cl- por la liberacion
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de GABA de las terminales nerviosas de interneuronas inhibidoras. Aunque en varias partes del
SNC se han observado estos PPSI, lo que hace particularmente interesante la inhibicion que se
observa en el hipocampo es su labilidad, por lo que resulta importante valorar sus posibles cambios
cuando el SNC sufre de un insulto como puede ser un periodo de isquemia-anoxia (Solis, Lopez,
‘Galindo y Bravo, 1992; Romero, Loépez y Solis, 1995). Si se estimulan las fibras comisurales de la
fimbria con frecuencias de 4 Hz o mas, se observa que en lugar de los PPIS aparecen descargas
repetidas, si se aumenta la frecuencia de estimulacién se desarrolla actividad paroxistica que se
caracteriza por postdescargas, fluctuaciones amplias del potencial de membrana y desaparicion total
de la actividad por uno o dos minutos (Kmjevic. 1982; Solis, et al., 1991). Estos cambios en la
excitabilidad de las neuronas hipocampicas pueden explicarse por los mecanismos de estimulacién
a baja frecuencia, de inhibicién recurrente y de inhibicion feedforward ya que son lo suficientemente
efectivos como para bloquear la excitaciéon provocada por la estimulacion comisural. Con la
estimulacion a altas frecuencias disminuye la eficiencia de la inhibicion recurrente y probablemente
se potencia la funcion sindptica excitadora (Solis, et al., 1991). La inhibicién recurrente se
presenta cuando una colateral del axén de la neurona hace contacto con una interneurona que a su
vez hace sindpsis con la neurona que da origen a la colateral (Park, Lighthall y Kitai, 1980; Garoutte,
1983; Solis, et al., 1991; Gordon, 1991). En el hipocampo la inhibicion recurrente es mediada por
las células granulares del GD y las interneuronas inhibidoras (Fig. No. 13A) (Solis, et al., 1991;
Bravo, 1991; Galindo, 1991; Jaramillo, Bravo, Galindo y Solis, 1991). Se puede valorar mediante
el registro del potencial provocado por la aplicacién de estimulos pares (Fig. No. 13B) (MacDonal
y Barker, 1977; Kamphuis, Wadman, Bruijs y Léopez da Silva, 1986; Stringer, Williamson y
Lothman, 1989; Solis, et al., 1991; Jaramillo, et al., 1991; Galindo, 1991 y Bravo, 1991) que mide
la relacién de la amplitud del potencial provocado por el primer estimulo (C:condicionante) y la
amplitud del segundo potencial provocado por el segundo estimulo (T:prueba). EI grado de
inhibicién recurrente se cuantifica mediante el indice de méxima inhibicién (IMI) que es la razé6n
de la amplitud del potencial neuronal del segundo potencial provocado = PN(T) sobre la amplitud
del potencial neuronal del primer potencial provocado = PN(C) (Kapur y Lothman, 1989a; Solis, et
al., 1991) (Fig. No. 13C). Los potenciales provocados extracelularente en la capa granular del giro
dentado, provocados por la estimulacion de Ja corteza entorrinal constan de dos componentes que
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corresponden a eventos neuronales diferentes pero relacionados entre si. El primer componente
positivo del potencial corresponde a la despolarizacion del arbol dendritico de la célula granular, en
respuesta al neurotransmisor excitador liberado por las terminales de la via perforante y el segundo
componente corresponde a la descarga sincrénica de la poblaciéon neuronal (PN) de muchas células
granulares en respuesta a la despolarizacion dendritica. La amplitud del potencial que implica la
despolarizacion de la poblacién neuronal es proporcional al nimero de células granulares que se
activan por un estimulo dado (Kapur, Stringer y Lothman, 1989b; Solis, et al., 1991). El IMl es
nomalmente menor que 1 y tomara valores mayores que 1 cuando haya disminucion de la inhibicién
recurrente. La disminucion de la inhibicion recurrente se explica por un mecanismo de desinhibicion
debido a la lesién de neuronas inhibidoras (Solis. et al.. 1991; Jaramillo, et al., 1991). El método de
estimulos pares aplicados a la via perforante permite analizar los cambios provocados en la
excitabilidad del giro dentado. Al modificar el intervalo entre pulso y pulso se pueden obtener tres
cambios en la respuesta provocada (Kapur, et al., 1989a y 1989b). El primero refleja la inhibicién
neuronal temprana y dura de 15 a 35 mseg después de aplicar el estimulo condicionante. Se
caracteriza por una marcada depresion en la descarga de la célula granular. Este cambio se observa
porque al aplicar el segundo pulso (pulso prueba) 20 mseg después del pulso condicionante la
respuesta estd francamente disminuida. Esta inhibicion neuronal temprana es mediada por la
intemeuronas GABA¢érgicas y por el mecanismo inhibidor de feedforward o inhibicién anterograda
positiva (Buzsaki, 1984; Kapur, et al., 1989a y 1989b; Solis, et al., 1991). El segundo cambio se
llama facilitacién, ocurre dentro de los 35 a 200 mseg después de aplicar el estimulo condicionante
¥y se caracteriza por un marcado incremento en la excitabilidad de las células granulares (Racine, et
al., 1983; Solis, et al., 1991). El mecanismo para este incremento en la excitabilidad es desconocido.
El tercer cambio es la inhibicién tardia que ocurre 200 a 1000 mseg después de la aplicacion del
primer pulso y se caracteriza por una marcada depresién de la excitabilidad de la célula granular que
al parecer no es mediada por GABA ya que no se bloquea por la administracion de bicuculina ni se
incrementa por diazepam (Tuff, et al., 1983; Solis, et al., 1991; Galindo, 1991).

La actividad neuronal en forma de espigas o descargas paroxisticas se correlaciona con un aumento
en la concentracién de K* en el medio extracelular. Es probable que también se establezca una
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corriente entrante de Ca®** ya que se observa una disminuciéon en la concentracién del Ca®*
extracelular, lo que determina un mecanismo de retroalimentacion positivo para que se libere mas
necurotransmisor y se refuerce la desinhibicién. El aumento del K* extracelular probablemente
aumenta la excitacion y también puede disminuir la eficiencia de la sindpsis inhibidora y ademads
facilitar el establecimiento de la corriente entrante de Ca®* a la célula (Heinemann, Konnerth, Lourel,

Lux y Pumain, 1982; Krjevic, 1982; Solis, et al., 1991)

Los mecanismos que pueden estar condicionando la desinhibicion que se observa por la estimulacién
iterativa pueden involucrar algun tipo de sensibilizacién del receptor postsindptico, fatiga en la via
inhibidora o lesién de las intemeuronas que median la inhibicion recurrente. Alternativamente
involucran el mecanismo que modula la inhibicion recurrente y modificarlo ya sea a nivel
presindptico o posindptico. A nivel presinaptico se sabe que las interneuronas inhibidoras no son
capaces de activarse con frecuencias de estimulacion mayores que 1 Hz, por lo tanto cuando se
desarrolla una descarga paroxistica las interneuronas inhibidoras no se activan debido a sus
caracteristicas intrinsecas o por tener una despolarizacién sostenida por la presencia de altas
concentraciones de K* en el medio extracelular. La alteracién posindptica puede deberse a un
cambio en la sensibilidad del receptor GABAérgico o bien a la inactivacion del canal del CI-
involucrado en dicha inhibicion. La modulacion de la inhibicion en el hipocampo puede deberse a
una sustancia que disminuye la inhibicién y que puede ser la Ach. La Ach favorece la apariciéon de
descargas repetidas, paroxismos, postdescargas y ademas modifica la amplitud de los potenciales
provocados. Asimismo induce una modificacién en la sensibilidad neuronal a la Ach después de la
estimulacién iterativa del hipocampo o de la corteza cerebral. Es bien conocido que este
neurotransmisor putativo juega un papel muy importante en la desinhibicion que se observa en el
hipocampo después de la estimulacién iterativa que induce cambios en la excitabilidad neuronal

(Solis, et al., 1991).

La destruccién de interneuronas inhibidoras es un cambio morfolégico que se observa en el tejido
cercbral sometido a ]la estimulacion eléctrica iterativa con el fin de producir epilepsia (Johnson,
195S; Noeiaels y Prince, 1977; Simmonds, 1978; Sloviter, 1983; Solis, et al., 1991).
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Se ha demostrado que la estimulacion del giro dentado del hipocampo genera actividad paroxistica,
trencs de espigas de gran amplitud en forma de postdescarga (Slater, Steizer y Galvan, 1985; Solis,
etal., 1991). La amplitud de estas postdescargas depende del niumero de células granulares que se
activan y que por lo general, al estimular con intensidad umbral la corteza entorrinal, se activa toda
la capa de células granulares. La potenciacion a largo plazo (LTP) es un fenémeno en el que la
eficacia sindiptica se modifica después de la estimulacién eléctrica repetida de algunas vias aferentes
dentro del SNC. En particular la estimulacion de ciertas aferencias hipocampicas provoca LTP de
los PPSE y un cambio en la excitabilidad neuronal de larga duracién. En estudios llevados a cabo
(Solis, et al., 1991) se observo disminucion en la inhibicion recurrente después de 24 hr de

estimulacién intermitente de la aferencia ipsilateral (corteza entorrinal lateral)(CEL).

ANTECEDENTES

Hipocampo e isquemia

El hipocampo presenta el umbral mias bajo para la descarga eléctrica paroxistica (convulsiva) que
cualquier otra region del hemisferio cerebral. Esta descarga paroxistica se difunde a otras regiones
del hemisferio a partir del hipocampo. Esta susceptibilidad para la descarga convulsiva que tiene
el hipocampo, debe tomarse en cuenta cuando se tratan de interpretar los resultados de su
estimulacién o de su lesion, ya que posiblemente gran parte de las consecuencias de las mismas, sean
el resultado de la propagacion de la descarga hipocimpica a otras regiones del cerebro (Lopez
Antunez, 1979; Willis, et al., 1981; De Felipe, et al., 1988; Wyllie, 1993).

65



Dentro de las alteraciones fisiopatologicas secundarias a la isquemia-anoxia se postula la existencia
de un desbalance en una de las funciones basicas del SNC que es la modulacién de la excitabilidad
por la relacién excitacion-inhibiciéon (Solis, et al., 1992; Romero, et al., 1995). En el caso de la
isquemia se sabe que predomina una neurotransmision excitatoria probablemente de naturaleza

glutamatérgica lo que dada su excitotoxicidad, determina la lesién neuronal. De la misma manera
de muy poca inhibicion. Se ha pensado que el mecanismo fisiopatolégico

se postula la exi
final parece ser la falta de regulacion en la entrada de Ca® a la célula y que da lugar al dafio neuronal

irreversible y lesion de diversos componentes estructurales de la neurona (Solis, et al., 1992,
Romero, et al., 1995).

Algunos estudios han abordado el analisis de la actividad eléctrica neuronal asociada con los
fendmenos fisiopatologicos atribuibles a la isquemia-anoxia en estructuras cerebrales. En particular
la region del hipocampo ha sido una de las estructuras en las que se ha observado una significativa

modificacion en la actividad neuronal (Buzsaki. 1989).

Existen dos tipos de inhibicion GABAérgica en las células piramidales del hipocampo: el GABA
aplicado en el soma inhibe generalmente el disparo de la célula y el GABA aplicado en las dendritas
disminuye selectivamente la activacion de las sinapsis locales. Ambos tipos de inhibicién
GABAérgica estan asociados con aumento importante de las conductancias (Solis, et al., 1991).

Evidencias experimentales (Woodbury, 1980; Ribak, Bradburne y Harris, 1983; Lloyd, Munari,
Bravo, 1991) sugieren que el sistema GABAGérgico es muy labil y

Bossi y Morselli, 1984;
especialmente susceptible a alterarse. Esta ultima observacion es pertinente, ya que muchas

epilepsias en humanos son causadas por traumatismos, tumores, angiomas cerebrales, isquemia-
anoxia, etc., que muy probablemente lesionan a las neuronas GABAGérgicas. Asimismo estas
condiciones pueden interferir con el aporte sanguineo normal a una regién en particular.
Probablemente, las intemeuronas GABAGérgicas, tienen una tasa metaboélica mas alta y por lo tanto
son mis sensibles a la anoxia o hipoxia. Su funcién se altera, aun con hipoxia ligera y se pueden
presentar desde cambios degenerativos, hasta destruccion celular si la anoxia persiste. La anoxia
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también puede ser el resultado de un aumento en la actividad metabélica (Ribak, Bradburne y Harris,
1982; Lloyd, Munari, Bossi y Morselli, 1984; Ribak, Hunt, Bakay y Oertel, 1986; Bravo, 1991;
Solis, et al., 1992; Romero, et al., 1995). Las neuronas piramidales del darea CA1l son altamente
sensibles (vulnerables) a 1a anoxia y a la isquemia, por lo que pueden mostrar cambios degenerativos
en algunos casos de isquemia cerebral y epilepsia del 16bulo temporal (Willis, et al., 1981; Wyllie,

1993).

Dentro de las alteraciones en la actividad eléctrica neuronal asociadas a la isquemia-anoxia se han
identificado modificaciones en la descarga neuronal unitaria en las células de la regién CA1 del
hipocampo y en menor proporcion en la corteza cerebral. Este patréon de disparo de la célula es
posible que esté relacionado con un ingreso anormal de Ca?" al interior de las células del hipocampo

Yy en particular a neuronas inhibitorias que terminan por lesionarse (Solis, et al.. 1992, Romero, et

al., 1995).

Buzsdki y cols. realizaron un estudio en ratas isquémicas mediante oclusiéon de los cuatro vasos
donde observaron que después de la oclusion de las carotidas se presenté actividad ritmica lenta en
el hipocampo con disminucién gradual de la amplitud. La actividad espontinea desaparecié entre
los 15 y 25 segundos. Durante este tiempo el potencial provocado permanecio sin alteracion pero
comenzo a disminuir gradualmente entre 15 y 20 segundos después de que desaparecio el EEG. La
falla completa del potencial provocado ocurrié después de 1 minuto. En los animales con electrodo
de registro en el estrato radiado de CA1l se pudo predecir la desaparicion del potencial provocado
por la aparicién de la fase reversa del potencial trisinaptico provocado por la estimulacién de la

colateral de Schaffer (Buzsdiki, Freund, Bayardo y Somogyi, 1989).

Johansen y cols. sugirieron que la isquemia induce focos hiperactivos excitatorios en las células
granulares del dentado por destruccién de las neuronas somatostatinicas hiliares y alteracion de la
inhibicién GABAGé€rgica del giro dentado. Con esto se genera una hiperactividad postisquémica de
la regién CAL1 lo que ocasiona la muerte tardia de células piramidales de CA1 (Johansen, Zimmer

y Diemer, 1987).
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En un estudio realizado en rebanadas de hipocampo de gerbil sometidos a isquemia transitoria y con
el uso de la técnica de registro intracelular en sus modalidades patch clamp y whole-cell en neuronas
piramidales de la region CA1l, se observé que un buen numero de estas neuronas muestran
propicdades anormales de membrana después de 1 a 3 dias de isquemia (Tsubokawa, Oguro,
Robinson, Masuzawa y Kawai, 1995). En presencia del acido «-amino-3-hydro-5-methyl-4-
isoxazolepropionic (AMPA) la inclinacion de la curva corriente-voltage al relacionar las neuronas
isquémicas con las neuronas control, las isquémicas tuvieron un mayor incremento en todos los
potenciales. Sin embargo, con respecto a las corrientes inducidas por NMDA, la conductancia de
las neuronas isquémicas fue reducida con respecto a los controles, especialmente cuando el potencial
se mantuvo negativo (Tsubokawa, et al., 1995). En este estudio se observo que en los registros con
la técnica de "whole-cell voltage-clamp”, la conductancia de AMPA activada por corrientes fue
considerablemente mayor en las neuronas isquémicas que en las control. Las corrientes en ambas,
controles e isquémicas tuvieron cuatro niveles de conductancia, en el rango de 3.8 a 19 pS en los
controles y de 2.8 a 13 pS en las neuronas isquémicas. En las neuronas isquémicas, las corrientes
de NMDA fueron considerablemente reducidas y la inclinacion de la relacién corriente-voltage fue
mas baja que en las neuronas control. Estos resultados implican que en un estadio tempt'-ano seguido
a la isquemia, la corriente entrante de Ca® a través de canales NMDA juegan un papel importante
en la degeneraciéon neuronal. En estudios previos que realizaron Tsubokawa y cols. (1995)
observaron que en rebanadas de hipocampo trabajadas de 1 a 3 dias después de 1a isquemia, no se
previno la despolarizacion irreversible de las neuronas CA1 mediante los antagonistas a receptores
NMDA por la estimulacion de fibras "entrantes". También observaron que las corrientes
posindpticas excitatorias de las neuronas piramidades de CA1 registradas de 1 a 3 dias después de
la isquemia estuvieron compuestas principalmente por corrientes activadas por receptores no
NMDA. Los receptores No-NMDA mediados por corrientes entrantes de Ca?" a través de canales
receptores de Glu han sido reportados en varias areas del cerebro de la rata (Tsubokawa, et al.,
1995).

Aunque la investigacién cuantitativa de inmunohistoquimica realizada por Johansen, et al., indica
que la GAD positiva de las neuronas GABA¢érgicas del hipocampo son resistentes a la isquemia
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cerebral, es evidente que en €l periodo postisquémico hay muerte neuronal tardia de CAl que estia
asociada con la hiperactividad postisquémica de las neuronas de la regién CA1 (Suzuki, Yamaguchi,
Li, y Klatzo, 1983). Durante la isquemia se ha demostrado que en el hipocampo se incrementa ocho

veces la concentracién extracelular de Glu y Asp (Benveniste, Drejer, Schousboe, Diemer, 1984).
ibilizar las células piramidales de CA1l tal y

Tal acumulacién de transmisor itador puede
como sc ha visto después de la potenciacién a largo plazo (LTP) lo que ocasiona aumento en la

actividad y respuesta al dar el estimulo (Harris, Teyler, 1984).

Por estudios realizados en algunas estructuras cerebrales para conocer la sensibilidad de las neuronas
GABAérgicas y colinérgicas a la isquemia se sabe que las neuronas GABAérgicas del estriado son
altamente sensibles a la isquemia y no asi las neuronas colinérgicas de la misma regién que

resultaron mis resistentes. En contraste, las neuronas GABAérgicas del hipocampo representadas
ites a la isquemia (Joh Jorgensen y

principalmente por las células en cesta fueron r
Diemer, 1983; Pulsinelli, 1985).

Sin embargo otra propiedad relacionada con el NT, es el efecto llamado de la cantidad de NT
excitador recibido por neuronas sensibles que puede ser un factor importante para determinar la
susceptibilidad de tales neuronas a la isquemia (Francis y Pulsinelli, 1982). Al involucrar a las
conexiones excitadoras con el dafio isquémico se apoya lo probado por los hallazgos en los que al
remover la cantidad de Glu que recibe el hipocampo se protege a las células piramidales del daio
isquémico, siempre y cuando la denervacion se lleve a cabo después del insulto isquémico
(Johansen, et al., 1986). En experimentos llevados a cabo, en los que se realizé quirurgicamente la
deaferentacién del hipocampo, se observé que las células piramidales de la region CA1l del
hipocampo deaferentado fueron protegidas del dafio isquémico mientras que las células piramidales
de CA1 del hipocampo intacto fueron dafiadas irreversiblemente. Estos datos sugieren que la
cantidad recibida de 35T puede ser un determinante importante del daito isquémico selectivo, y que
muy probablemente esten relacionados con Glu u otros aminodcidos excitatorios estimulados por

el flujo entrante del ion Ca?* dentro de las células posindpticas (Pulsinelli, 1985).
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Las observaciones morfolégicas realizadas en el periodo inmediato (7 a 24 hr), mediato (1 a 5 dias)
y tardio (un afio) de reperfusion, de algunas regiones del hipocampo de gatos sometidos a isquemia
global temporal mediante ¢l pinzamiento de las arterias innominada y subclavia izquierda incluyeron
la destruccién neuronal de la region hiliar. Los hallazgos encontrados durante el periodo de
sobrevida de 1 a 5 dias en la region CA3 fueron diversos, ya que habia neuronas hipercromaiticas y
neuronas con lesién isquémica total. La banda de la fibras musgosas apareci6 vacuolada; casi todas
las células piramidales estaban con cambios célulares homogéneos. Las neuronas del estrato oriens
tenian tincién adecuada del nicleo y del nucleolo pero la sustancia de Nissl estaba dispersa en el
citoplasma; también se observo respuesta astroglial masiva. Posteriormente hubo pérdida completa
de las células piramidales; algunas neuronas persistieron en el estrato oriens y la respuesta glial se
intensificé. Los animales que sobrevivieron un afio preservaron la banda de las células piramidales
en esta region del hipocampo (CA3). En el giro dentado de los animales que sobrevivieron por un
dia e]l edema masivo de la region hiliar produjo distorcion de la ldmina de las células granulares. Casi
todas las neuronas fueron longitudinalmente ensanchadas, otras estuvieron hipercromaticas y otras
en estado de cambios isquémicos celulares. Al segundo dia las células granulares mostraron lesion
celular isquémica completa. En todos los animales, las células granulares intactas que se detectaron
estuvieron dentro del rango del 10 al 50% de la poblacion celular. Después de 3 a 5 dias de
recirculacion normal las células granulares se observaban azarosamente distribuidas o acomodadas
en racimo con neuronas karryorhexic. En algunas secciones numerosas neuronas situadas entre las
células granulares quedaron intactas. La lamina molecular fue variablemente vacuolada pero nunca
severamente dafiada. Las células astrogliales comenzaron a infiltrar la lamina de las células
granulares del lado hiliar. En los animales que sobrevivieron un afio, el giro dentado aparecié
normal y la l&mina molecular tuvo una densidad celular adecuada (Schmidt-Kastner, et al., 1990).

En un estudio realizado por Pulsinelli y cols. con ratas sujetas a oclusion de cuatro vasos (carétidas
vy vertebrales) el dafio neuronal lo observaron en las zonas hl, h3-5 y en la regién paramediana del
hipocampo. De acuerdo con una clasificacion arbitraria que hicieron en este estudio observaron
lesiones grado 2 (muchas neuronas dafiadas) y grado 3 (la mayoria de las neuronas dafiadas) en el
40% del hemisferio cerebral en las neuronas de las regiones hl y paramediana hipocampal
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sometidas a 10 minutos de isquemia, mientras que poblaciones neuronales de otras regiones como
h3-5 del hipocampo y neocorteza frecuentemente fueron menos dafladas. 20 minutos de isquemia

produjeron lesiones grado 2 y 3 en mas del 80% del hemisferio en las neuronas hl y paramediales
del hipocampo y en las neuronas neocorticales en las laminas 3, 5 y 6. La prolongacién de la

isquemia durante 30 minutos incrementé el porcentaje del hemisferio con dafio 2 a 3 en neuronas

estriatales de tamaiio mediano en un 35 a 93% (Pulsinelli, et al., 1982b).

En el estriado el namero de neuronas de tamaiio mediano irreversiblemente dafladas se incrementé
entre 6 y 24 horas después de la reperfusion cerebral. En el hipocampo y la neocorteza hubo

incremento del numero de neuronas dafadas después de 72 horas de reperfusion cerebral. Mas
sorprendente fue el retardo del dafto de la mayoria de las células piramidales de la region CA1l del
hipocampo que no mostraron evidencia de daifio ni al microscopio de luz ni al electrénico hasta
después de 24 horas de reperfusion cerebral (Pulsinelli, et al., 1°779a; Pulsinelli et al., 1982a; 1982b;

Petito, et al., 1984).

Kirino en 1982 reportoé daiio similar tardio en las neuronas CA1 del hipocampo que comenzo6 2 dias

después de 5 minutos de isquemia global en el gerbo.

En el estudio realizado por Jorgensen y cols. histologicamente reportan el dafio neuronal isquémico
de acuerdo con una escala: grado O = normal; 1 = pocas neuronas dafiadas; 2 = muchas neuronas
dafiadas y 3 = la mayoria de las neuronas dafiladas. Observaron que las regiones mads frecuente y
seriamente dafiadas fueron del hipocampo la zona CAl y la region paramediana, seguida por el
putamen dorsolateral y la lamina de las células de Purkinje del cerebelo. La corteza, el talamo y la
regién CA3 del hipocampo fueron las menos frecuentemente afectadas. Los cambios consistieron
en homogeneizacion de los cambios de la célula nerviosa con citoplasma eosindfilo uniforme y
nucleos picnéticos y triangulares. En el hipocampo y el cerebelo, estos cambios se acompaifiaron
por vacuolizaciéon de los correspondientes campos dendriticos por e¢jemplo el estrato radiado y el
oriens del hipocampo y el estrato molecular del cerebelo. Observaron macréfagos en forma de
baston en las areas de dafio asi como los tipicos astrocitos mitoticos (Jorgensen y Diemer, 1982).
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Johansen y cols. realizaron un estudio con ratas a las que les provocaron isquemia global mediante
la oclusién de 4-vasos y observaron que todas las ratas isquémicas tenian pérdida celular piramidal
de la region CA1 a los 4 dias postisquémia. Algunas de sus ratas también tuvieron menor dafio en
las células piramidales del CA3. Los macrofagos en forma de baston fueron vistos especialmente

en el estrato radiado de CA1 y en el hilus, pero s6lo en los animales isquémicos (Johansen, et al.,
1987).

La evidencia de la integridad metabélica y estructural de la barrera hematoencefilica sugiere que
puede tener pequeilas interferencias con el transporte normal de C,H,.O, ¥y con los mecanismos de
fosforilacion. Las dos regiones que desarrollaron daiio neuronal de moderado a severo (estriado e
hipocampo) mostraron un periodo breve de incremento en la utilizacion cerebral regional de glucosa
(rCGU) comparado con las estructuras adyacentes y después declinacion secundaria en rCGU que
coincidié con la aparicion del dafio celular maximo en esas regiones (Pulsinelli, et al., 1982a). La
aceleracion transitoria del metabolismo en estructuras que sufren dafo isquémico puede ser
consecuencia de incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Pulsinelli, et al..
1982a). En el hipocampo se ha observado marcada disociacion del flujo sanguineo cerebral regional
(rCBF) a la hora de iniciado el periodo posisquémico en relacion con los controles; el rfCBF
hipocampal fue de 33% con respecto a los controles que tuvieron 96%, y dicho flujo fue cada vez
menor en el hipocampo a medida que pasaba el tiempo, el dafio morfolégico severo de las neuronas
hipocampales h1 no fue aparente sino hasta las 24 hr (Pulsinelli, et al., 1982a). Las mediciones de
rCBF y del metabolismo rCGU en el modelo de rata con isquemia del cerebro anterior indican que
las anormalidades postisquémicas de rCBF y rCGU no pueden explicar el ataque retardado y la
progresion del dafio notado en varias poblaciones neuronales (Pulsinelli et al., 1982a, 1984). Un
ascenso tardio del rCBF de los valores controles dichos ocurre solo en dos regiones cerebrales
(estriado e hipocampo) que tienen daiio neuronal de moderado a severo y que temporalmente se

relacionaron con la aparicion del dafio maximo (Pulsinelli, et al., 1982a).

Las mediciones cerebrales de PCr, ATP y cc raciones de 1 > seguidas de la isquemia

cerebral transitoria demuestran recuperacion casi completa de las reservas energéticas en el estriado
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a las 6 hr y recuperacion completa de los depdsitos energéticos en la zona CA1 del hipocampo en
24 hr (Pulsinelli, ct al., 1983; Pulsinelli et al.,, 1984). Con periodos de sobrevida superiores a 24 hr
hay una disminucion secundaria en las reservas energéticas en el estriado y en el hipocampo que
coinciden con el consecuente dafio neuronal maximo en las respectivas areas neuronales (Pulsinelli,
1985).

Los aminoacidos excitatorios juegan un rol importante en la potenciacion del dafio neuronal
isquémico. El Glu actia tanto en receptores NMDA como en No-NMDA. La entrada de Ca®** es a
través de un canal de Ca*>* activado por el receptor NMDA. El receptor NMDA tiene dos sitios
agonistas de reconocimiento (para glutamato/aspartato y para glicina/D-serina) (Meldrum, 1995).
Los antagonistas a receptores NMDA son relativamente inefectivos en la proteccion del episodio
simple mas o menos completo de isquemia cerebral en los roedores mantenidos en normotermia
(Meldrum, 1995). Alguna proteccion puede observarse cuando la isquemia es menos severa (por
ejemplo en la oclusion de dos vasos) y al pretratar o administrar tempranamente en ¢l periodo
postisquemia. Los antagonistas NMDA también son mas efectivos cuando se utilizan bajo
hipotermia o en episodios breves de isquemia global relativamente repetitivos en corto tiempo. Esto
ba sido consistente cuando se ha visto la activacion de los receptores NMDA durante la
despolarizacion anoxica en donde no es significativa la distribucion ionica. En contraste, el deterioro
de la energia metabolica y la despolarizacion parcial pueden incrementar significativamente el
efecto excitotoxico de la activacion de los receptores NMDA. Este fenémeno ha sido demostrado
en las preparaciones "in vitro”" usando venenos metaboélicos (Meldrum, 1995). Una reducciéon en
el volumen de infarto cortical visto entre 1 y 7 dias después de la oclusién transitoria o permanente
de 1a ACM en ratones y ratas puede producirse por la administracion de antagonistas de receptores
a Glu directamente después de la oclusion de la ACM. Los antagonistas a receptores NMDA de
todos los tipos parecen ser igualmente efectivos (i.e antagonistas competitivos tales como el D-
CPPene, antagonistas no competitivos tales como el dizocilpine, antagonistas a sitios de glicina tales
como el L687, 414 y L.689, 560 y antagonistas a sitios de poliamina tales como el ifenprodil y
eliprodil). Los antagonistas AMPA de ambos tipos también disminuyen ¢l volumen de infarto
cortical. Todos los antagoni a Glu p tener una ventana terapéutica comparable, excepto
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qQue tienen penetracion mis lenta en el cerebro (por ejemplo D-CPPene) naturalmente acorta el
tiempo de ventana. Las pruebas clinicas han iniciado con los antagonistas competitivos NMDA
(CGS 19755) para los antagonistas no competitivos (CNS 1102, Cerestat) y para los sitios

antagonistas a poliaminas (eliprodil) que muestran marcada baja incic o efectos colaterales
conocidos y pueden poseer mecanismos de accion en adicion con los antagonistas a los receptores

NMDA tales como los bloqueadores de canales de Ca®>* (Meldrurmn, 1995). Los agentes tales como
el MK801 y el dextrometorfan producen bloqueo no competitivo con el canal ionico del NMDA.
Mientras que los antagonistas NMDA no competitivos han sido estudiados extensamente, los
antagonistas competitivos NMDA han sido menos estudiados en los modelos focales de isquemia
cerebral porque tienen poca penetracion a través de la barrera hematoencefilica o refativamente poca
potencia. Un antagonista competitivo NMDA como es el D-CPPene ha tenido efectos
neuroprotectores en un modelo de isquemia cerebral focal mediante la oclusién de la arteria cerebral
media (ACM) en ja rata. Los animales tratados con una dosis de D-CPPene 15 minutos antes de la
oclusion de la ACM y seguidos por una infusion constante de dicha droga, mostraron una reduccién
dosis dependiente en el volumen del infarto en el hemisferio cerebral y la reducciéon mas marcada
se observo con la dosis de 4.5 mg/kg + 3 mg/kg/hr.  El antagonista NMDA no competitivo MK-801

actua en el canal iénico de manera uso-dependiente y el resultado del bloqueo NMDA es una

marcada mejoria dada la alta concentracion extracelular del Glu. En contraste el antagonista NMDA
competitvo como el D-CPPene directamente antagoniza al receptor NMDA y el resultado del

blogueo puede ser la atenuacion por incremento en la concentraciéon de Glu (Kun, McCulloch, Ki

¥y Rak, 1992).

Los estudios con hibridizacion "in situ" han sugerido disminucién relativa en el mRNA para el
GIluR2 comparado con el GluR1 y el GluR3 en la region CA1 del hipocampo después de la isquemia
global. Sin embargo, al parecer, bajo ciertas circunstancias todas las isoformas de los receptores
AMPA son "down-regulation” en aproximadamente igual grado. Entre el receptor metabotropico
1os niveles de RNA se incrementan para el mGlur2 y el mGluR4, pero disminuye para el mGluRS
(Meldrum, 1995). Los antagonistas a receptores AMPA (i.e NBQX y GYKI 52466) proveen
protecciéon parcial en el hipocampo, estriado y la neocorteza con dafio inducido por isquemia global
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cuando se dan en el periodo postisquémico. El efecto se ha visto sélo cuando la isquemia llega justo
al umbral para dafiar particularmente ciertas neuronas; pero puede disminuir la pérdida de las células
piramidales de CA1 seguidas de 10 pero no de 20 min de isquemia global. La depresién del
metabolismo postisquémico y la estabilizacion de los gradientes idnicos a través de las membranas
neuronales han sido propuestos como los mecanismos terapéuticos de los barbituricos y la fenitoina
respectivamente. El mecanismo protector de la indometacina (y heparina y PGI,) fue propuesto para
inhibir la sintesis de prostaglandinas que previenen el dafio de la pared de los vasos y por lo tanto
el empeoramiento de la reperfusiéon postisquémica Hallenbeck y Furlow, 1979; Jorgensen, et al.,
1982). Desde luego, hay otros estudios en donde se ha valorado el efecto protector de diversos
farmacos en diferentes tipos de isquemia. por ejemplo, la nimodipida (Cervantes, 1993), la naloxona
(Contreras, 1994) y la progesterona (Gonzilez. 1996) en isquemia-anoxia cerebral global aguda,

entre otros.

HIPOTESIS

Los cambios en la excitabilidad neuronal provocados por el periodo de isquemia-hipoxia se deben

a la alteracién en el equilibrio excitacion-inhibicion, probablemente por falta de modulacion

inhibitoria por lesion de interneuronas que participan en la inhibicién recurrente.
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OBJETIVOS

4.1 General

Demostrar que la isquemia-hipoxia afecta los mecanismos de integracién ncural de las células
subyacentes al circuito trisindptico del hipocampo.

4.2 Particulares

4.2.1 Demostrar que algunos cambios en la excitabilidad neuronal del hipocampo se deben a la falta
de inhibicion recurrente y por lo tanto determinan la aparicion de un fenémeno de desinhibicion en
el tejido neural.

4.2.2 Demostrar morfometricamente los cambios de densidad celular localizados en las células
granulares del giro dentado y en las piramidales del cuemo de Ammon (campos CAl, CA2, CA3
y CA4).

4.2.3 Establecer que los cambios en la inhibicion recurrente del hipocampo estan relacionados con
el dafio neuronal causado por la isquemia-hipoxia.

4.2.4 Correlacionar los cambios electrofisiologicos con los datos morfométricos que presuntamente

determinan los fenémenos paroxisticos observados a corto y largo plazo.
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MATERIALES Y METODOS

S.1 Animales

Se utilizaron 60 ratas macho de la cepa Wistar (colonia de la Facultad de Medicina de 1a UNAM)
con peso aproximado de 250 = 40 g. Se mantuvieron en un ambiente con humedad de 45%,
temperatura entre 21 y 23 grados centigrados e iluminacion de 100 a 125 lux, en un ciclo de luz
obscuridad de 12 hr. La alimentaciéon y 1a ingesta de agua fueron ad libitum.

Las ratas fueron divididas en dos grandes grupos de acuerdo con el momento en el Que se realizé la
isquemia y el registro électrofisiologico.

a) Agudas

b) Recuperadas.

También se incluyé un grupo control con cirugia de isquemia y estereotaxica simulada, con el fin
de descartar un posible dafio por el paradigma empleado.

5.2 Técnica experimental

5.2.1.1 Grupo de ratas agudas. Los animales se anestesiaron con uretano (dosis de 1.25 g/kg de peso
por via intraperitoneal; Sigma). Una vez que llegaron a la anestesia profunda, se colocaron en un
aparato de cirugia estereotéxica y se inmovilizaron con bromuro de pancuronio (dosis de 0.04 mg/kg
IM; Organon). La ventilacion se mantuvo con un ventilador mecénico de presion positiva

intermitente. Durante el desarrollo del experimento se monitore6é la frecuencia cardiaca y la
temperatura rectal. Se aplicaron dosis suplementarias tanto de uretano como de pancuronio segun
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fue necesario. Se colocé al animal en posicion ventral, se realizé tricotomia de la cara anterior del
cuello y se hizo una incision longitudinal en la linea media del cuello, se llevé a cabo la diseccion
por planos hasta llegar a ambas arterias carétidas comunes las cuales también se disecaron y se
ocluyeron con unas pinzas metilicas atraumaticas de acuerdo con una modificacién de la técnica de
Pulsinelli (1979) durante 5, 10, 15 y 20 min respectivamente (n=5 para cada condicién de tiempo
de isquemia) (Fig. No. 10) En las ratas agudas contyol no se realizé la oclusion de las carétidas.
Posteriormente se procedio a suturar 1a region con seda 000 y se reposicioné al animal para continuar
con el registro electrofisiologico.

A.Cerebral Anterior . A. Carétida Interna

i A. Carétida Comun

Fig. No. 10 Algunas de las ramas del sistema carotideo que irrigan la cara ventral del cerebro de la
rata. (Modificado de Zeman, et al., 1963 y de Griffith y Farris, 1942).
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5.2.1.2 Grupo de ratas recuperadas. Previa anestesia con pentobarbital (dosis de 0.02g/kg
intraperitoneal; SB), se coloco al animal en posicion ventral, se realizé tricotomia de la regién y se
hizo una incisién longitudinal en la linea media del cuello, se llevé a cabo la diseccién por planos
hasta llegar a ambas arterias cardtidas comunes, las cuales también se disecaron y se ocluyeron con
unas pinzas metilicas atraumiticas durante 5, 10, 15 y 20 min respectivamente (n=5 para cada
condicién de tiempo de isquemia). En las ratas recuperadas control no se realizo la oclusion de las
cardtidas. Una vez que se cumplio el tiempo de isquemia para cada animal, se retiraron las pinzas
atraumdticas y se suturé la region con seda 000. Los animales se mantuvieron durante una semana
en condiciones normales y el 70. dia se llevo a cabo el registro electrofisiolégico

r oclysién de ambas anerias carétidas comunes

Variaci 1 FSC

Para apreciar los cambios en el FSC se realizé lavado y fijacion del cerebro mediante perfusion
intracardiaca de solucion salina y formol neutro amortiguado. Posteriormente se perfundié solucion

de tinta china negra al 50% en ambos grupos de ratas (control e isquémico). Al terminar el paso de
la solucion se removio cada uno de los cerebros y se delimité la region del hipocampo en sentido

coronal del resto del cerebro en un fragmento de aproximadamente 1 cm de espesor. Se continué
la fijacién por inmersién durante 24 horas mds en formol neutro amortiguado. Posteriormente se
hicieron cortes de 400u con estricta seriacion mediante el vibroslice. Se realizé deshidratacion del
tejido en alcoholes de concentracion ascendente, se aclaré con resina de creosotay se monté con
permount. Una vez seco el medio de montaje se procedié a la toma de fotografias.

52 istro el ofisjolégico

5.2.3.1 Grupo de ratas agudas. Con el animal reposicionado en el estereotixico, se realizé
tricotomia de la parte dorsal de la cabeza y se practicé una incision en la piel. Se separaron los

tejiidos blandos y se hicieron dos trepanos scgun cl atlas estercotéxico de Paxinos y Watson (1982).
E! primero a 7-5mun posterior y 4.5 mm lateral izquierdo con respecto a bregma y de 2mm de
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diametro. El segundo a 3.3mm posterior, 2mm lateral izquierdo con respecto a bregma y de 3 a 4mm
de diametro. Se retiré la duramadre y en el primer trepano se colocé un electrodo bipolar
concéntrico de acero inoxidable con un calibre de 0.4 mm y de 500 Q de impedancia que sirvié para
estimular la corteza entorrinal lateral izquierda, la profundidad se ajusté de acuerdo a la respuesta
provocada en el giro dentado ipsilateral (==4mm). En el segundo trepano se usé una micropipeta
con 5 a 10 MQ de impedancia, hecha con un estirador Brown Flaming/Puller, Sutter Instrument
Company modelo P-87 y se llené con una solucion de azul de pontamina al 2.5% en KC1 2M. Con
un micromanipulador hidriulico David Kopf modelo 12107b, se colocé la pipeta en la regién
hipocampica (giro dentado) para obtener los registros de los potenciales provocados de campo
(profundidad ==3.5mm) (Fig. No. 11).

Fig. No. 11 Modelo experimental del animal para el registro y la estimulacién electrofisiolégica
(Tomada de Bravo, 1991 y de Galindo 1991).
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Para observar los cambios en el circuito de inhibicion recurrente, se utilizé la técnica de pulsos pares.
Este paradigma consiste en la aplicacion de un par de pulsos eléctricos a la corteza entorrinal con
25 mseg de intervalo entre pulso y pulso. En este trabajo se mantuvo fijo el intervalo entre pulso
y pulso en 25 mseg con ¢l fin de valorar particularmente la inhibiciéon recurrente mediada por GABA
(Kapur, et al.,, 1989a; Solis, et al.,, 1991). Estos pulsos tienen las mismas caracteristicas de
intensidad y duracion (por ésto reciben el nombre de pulsos pares o gemelos). Los potenciales
extracclulares de campo (PPES) se registraron en el giro dentado del hipocampo en respuesta al
estimulo (pulso monofisico de 0.2 mseg de duracion y entre 4 y 8 Volts de intensidad) aplicado a
la corteza entorrinal ipsilateral al hipocampo. Los potenciales provocados se amplificaron, se
observaron en un osciloscopio Tektronix modelo 5113, se digitalizaron y promediaron mediante un

convertidor analégico a digital RC electronics modelo SC18. con una computadora AT 286 (Fig No.
12).

——1@ OSCILOSCOPIO l

CONVERTIDOR]
AID

GRABADORA
POLIGRAFO

ESTIMULADOR
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Fig. No. 12 Diagrama del sistema de registro y anilisis de las sefiales biologicas. (Tomada de Bravo,
1991 y de Galindo, 1991).

El grado de inhibicion recurrente se cuantifico mediante el indice de maxima inhibicién (IMI) que
se definié como la razén de la amplitud del potencial neuronal del segundo potencial
provocado=PN(T) sobre la amplitud del potencial neuronal del primer potencial provocado=PN(C),
donde PN(T) es el potencial prueba y PN(C) es el condicionante (Fig. No. 13). Para valorar las
amplitudes de los potenciales provocados se utilizé el programa Grafpot (Bravo, 1990),
posteriormente se realizaron los calculos de la razén de las amplitudes y se obtuvieron los valores
del IMI. Es importante mencionar que de cada animal se obtuvieron 15 valores del IMI. mismos que
se utilizaron para hacer el analisis estadistico. ¥ que la "n" fue de 5 animales para cada periodo de
isquemia, de tal forma que en total fueron 75 valores del IMI para cada grupo De dichos valores
se obtuvo el promedio, los cuales se analizaron estadisticamente con ANOVA de una via para
determinar las posibles variaciones entre los diferentes grupos y con la prueba de Tukey para
discernir que grupos fueron diferentes significativamente (p <0.05). También se analizaron con
ANOVA de dos vias para valorar la influencia y la interaccion de las variables. Los calculos de

efectuaron con el programa estadistico SPSS 3.0.

35.2.3.2 Grupo de ratas recuperadas. Después de 7 dias de recuperacioén, los animales se
anestesiaron con uretano (dosis de 1.25 g/kg intraperitonial; Sigma). Una vez anestesiado, se coloco
en un aparato de cirugia estereotiaxica y se inmovilizé con bromuro de pancuronio (dosis de 0.04
mg/kg intramuscular; Organon). La ventilacion se mantuvo con respiracion mecanica mediante una
bomba de presién positiva intermitente. Durante todo el experimento se monitoreé la frecuencia
cardiaca y la temperatura rectal. Se aplicaron dosis suplementarias tanto de uretano como de
pancuronio segun fue necesario. Se realizo la tricotomia de la parte dorsal de la cabeza y se continué
con el mismo procedimiento descrito anteriormente para el registro electrofisiolégico.
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CONTRA IPSILATERAL PRIMER POT. SEGUNDO POT.
P————

b (CONDICIONANTE) (PRUEBA)
— E P— 0 PN (C) PN (M)
4 -
.‘H 02”
-+ 25 ms +

<M '=PN (T)/ PN (C)

Fig. No. 13 Inhibicién recurrente y estimulos pares en el hipocampo. A: Esquema del circuito
inhibitorio que muestra la eferencia proveniente de la corteza entorrinal o via perforante (VP) ipsi
y contralateral. Célula Granulosa (CG); Interneurona inhibitoria (I). B: Potenciales provocados de
campo y parametros de los pulsos pares. La amplitud del potencial refleja el nimero de células
granulares que descargan sincronicamente en respuesta al pulso de estimulacidn eléctrica. La
intensidad de la inhibicion se valora por la aplicacion de un primer estimulo (s1) seguido de un
segundo estimulo (s2) a 1a via perforante. El intervalo entre pulsos es el tiempo entre sl y s2. C:
La inhibicién se cuantifico a través del indice de maxima inhibicion (IMI) que se definié como
PN(T)/PN(C). (Modificada de Bravo, 1991 y de Galindo 1991).
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5.3 Procedimiento histolégico

Una vez concluido cada uno de los experimentos, se procedi6 a marcar el sitio de registro mediante
el paso de corriente eléctrica de 10 pA durante 15 a 20 minutos a través de la pipeta que contiene
el azul de pontamina. Posteriormente, con el animal atun anestesiado, se procedio a sacrificarlo
mediante perfusion cardiaca de formol neutro amortiguado. Al dia siguiente se removié cada uno
de los cerebros y se delimité la regién hipocampica en sentido coronal del resto del cerebro en un
fragmento aproximado de 4 mm de espesor. Se continué la fijaciéon por inmersién durante 24 horas
mids en formol neutro amortiguado para incluir posteriormente el tejido en paraplast, previa
deshidratacién en alcoholes de concentracién ascendente. El tejido fue seccionado con estricta

seriacién a 7u de espesor (Fig. No. 14A). De cada porcién hipocampica se obtuvieron de 40 a 50

laminillas con 5 cortes histolégicos cada una. Una de cada S preparaciones histolégicas fue

seleccionada para la coloracién con las técnicas de Nissl y Kliiver-Barrera. Las laminillas
seleccionadas siguieron un orden progresivo con el fin de tener representada toda la region

hipocampica y continuar con la metodologia morfométrica de manera sistematica.

5.4 Anélisis morfométrico

Las observaciones histolégicas y de analisis morfométrico de animales controles e isquémicos
do las preparaciones con una clave y observandolas al

lizo eti

(agudos y recuperados) se 5
azar con el fin de que las mediciones se hicieran a ciegas y de esta manera evitar sesgos de

|

interpretacion.

Para la cuantificacion de la densidad neuronal se escogieron un total de 5 cortes separados uno del

otro 50u aproximadamente. De cada corte se valoraron el giro dentado (labio dorsal) y los campos

CAl, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo (Fig. No.14B). Se emple¢ el sistema de procesamiento y
andlisis de imigenes IMAGENEA 2000 DE BIOCOM, se obtuvo la densidad celular de cada una

de las regiones citadas en un drea de 100 »? y en ambos hemisferios.
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De los datos obtenidos de la densidad celular se obtuvo el promedio para cada grupo y se analizaron
estadisticamente con ANOVA de una via para determinar las posibles variaciones entre los
diferentes grupos y con la prueba de Tukey para discemir que grupos fueron diferentes
significativamente (p <0.05). También se analizaron con ANOVA de dos vias para valorar la
influencia y la interaccion de las variables. Los cidlculos de efectuaron con el programa estadistico
SPSS 3.0.

Fig. No. 14 A. Cerebro de rata y niveles de corte analizados.
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Fig. No. 14 B. Corte coronal del cerebro de rata a nivel del hipocampo que muestra las diferentes
regiones valoradas. Cada cuadro corresponde a una area de 100u? en el giro dentado (1) y campos
CA1l (2), CA2 (3), CA3 (4) y CA4 (5) respectivamente.
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RESULTADOS

6.1 Variaciones en el FSC

En la figura No. 15 se observan las modificaciones macroscopicas de las estructuras vasculares que

se presentan en la cara dorsal del cerebro de la rata. EIl cerebro identificado con la letra A

corresponde a la situacion control y en el podemos reconocer claramente la continuidad en el
trayecto de las estructuras vasculares que se seiialan. mientras que el cerebro marcado con la letra

B corresponde a la situaciéon de isquemia y en el observamos cierta discontinuidad que en ocasiones

hace dificil la identificacion del trayecto de los vasos sanguineos sefialados.
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Fig. No. 15 Aspecto dorsal del cerebro de rata en el que se identifican algunos estructuras vasculares
(1 Venas cerebrales superiores; 2 Confluencia de los senos; 3 Vena tributaria de la vena cerebral

inferior. A situacion control; B situacion de isquemia) (Griffith, et al., 1942; Zeman, et al., 1963).

La figura No. 16 muestra la cara ventral del cerebro de rata. El cerebro indicado con la letra A
corresponde a la situacién control y en el observamos el trayecto de las estructuras vasculares que
constituyen el circulo arterioso cerebral (circulo de Willis), mientras que. en el cerebro sefialado con
1a letra B, que pertenece a la situacion de isquemia. es evidente que dichas estructuras vasculares no

se observan con claridad.

Fig. No. 16 Aspecto ventral del cerebro de rata. Las estructuras sefialadas corresponden a: 1 Tronco

de la arteria cerebral anterior; 2 Arteria cerebral anterior; 3 Arteria cerebral media; 4 arteria cardtida
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interna; 5 Arteria comunicante poOsterior; 6 Arteria cerebral posterior; 7 Arteria cerebelosa superior;

8 Arteria basilar. A situacién control; B situacion de isquemia (Zeman, et al., 1963).

La figura 17 pertenece a un corte <oronal del cerebro de rata en situacidn control. La trama vascular

de las estructuras sefialadas se wisualiza con facilidad.

Fig. No. 17 Corte coronal de cexcbro de rata en situacion control. Las estructuras sefialadas
corresponden a: 1 3er Ventriculo: 2 Corteza fronto-parietal. drea motora; 3 CAl; 4 CA2; 5 Corteza

fronto-parietal, area somatosensorial; 6 CA3; 7 Giro dentado; 8 Region talimica; 9 Region de la

cépsula interna (Paxinos et al,, 1982).
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La figura 18 corresponde a un corte coronal del cerebro de rata en situaciéon de isquemia. Es
evidente la disminucioén en la trama vascular de las regiones seflaladas, con respecto a la situacién

control (Fig. 17).

Fig. No. 18 Corte coronal de cerebro de rata en situacion de isquemia. Las estructuras sefialadas
corresponden a: 1 3er Ventriculo; 2 Corteza fronto-parietal, drea motora; 3 CAl; 4 CA2; 5 Corteza
fronto-parietal, Area somatosensorial; 6 CA3; 7 Giro dentado; 8 Region talamica; 9 Region de la

capsula interna (Paxinos et al., 1982).

La figura 19 A corresponde a una microfotografia que muestra las regiones de CAl, giro dentado
y CA3 del cerebro de rata en la situacion control. Se observa claramente la trama vascular de dichas
regiones. En B se muestra la situacién de isquemia y es evidente la ausencia de trama vascular en

las mismas regiones.
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Fig. No. 19 Microfotografia que muestra algunas regiones del hipocampo. A situacidn control; B

situacion de isquemia. 1 CAl, 2 giro dentado y 3 CA3.
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6.2 Electrofisiologia

En el aniilisis estadistico de dos vias (Tabla No. II) se observaron variaciones significativas tanto en
la densidad neuronal de las diferentes regiones del hipocampo como en el IMI. Estas variaciones
se observaron en los diferentes periodos de tiempo de isquemia (5, 10, 15 y 20 mimutos). Sin
embargo, no se observé cambio significativo con el tipo de isquemia (aguda y con recuperacion de
7 dias). La interaccion de tiempo y tipo de isquemia tampoco mostré cambio significativo.

En la figura No. 20 se muestran los valores del IMI en la situacién control y en los diferentes

tiempos y tipos de isquemia (aguda y con recuperacion de 7 dias). En la isquemia aguda se puede

observar que en el grupo control el valor del IMI es menor que uno (2 = 0.84) y que en los grupos

de 10 y 15 minutos el valor promedio del IMI fue de 1.85, este aumento resulté estadisticamente

significativo (p<0.05) con respecto al grupo control. En el caso de los grupos de 5 y 20 minutos, el

valor promedio del IMI fue de 1.4, variaciéon que no resulté estadisticamente significativa. En la

isquemia con recuperacion de 7 dias se observé que el grupo de 5 minutos fue el inico que mostré
aumento estadisticamente significativo (p<0.05) en el valor del IMI, mientras que los grupos de 10,

15 y 20 minutos que conservaron un valor de IMI >1 no mostraron significancia estadistica.

En la Fig. No. 21 se presentan ejemplos de los potenciales provocados de campo obtenidos con la
metodologia previamente descrita en los diferentes tiempos de los grupos de isquemia aguda. Nétese
la presencia de desinhibicién representada por el aumento de la amplitud del segundo componente
del segundo potencial de cada par de potenciales que se muestran. En el control la amplitud del
segundo componente del segundo potencial es menor que la del segundo componente del primer

potencial.

En la Fig. No. 22 también podemos observar la presencia de desinhibicién que se refleja en el
aumento de la amplitud del segundo componente del segundo potencial de cada par de potenciales

que se presentan. En este caso se trata del grupo de isquemia con recuperacién de 7 dias.
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TABLA No. II Valores de "F* correspondientes a la densidad neuronal y al IMI obtenidos

del andlisis de varianza de dos factores.

Parimetro Grados de Hipocampo Tiempo de Tipo de Interaccién
libertad isquemia isquemia
DN/GD (1,40) Derecho 5.4%%es 0.045 0.511
Izquierdo 6.9***" 0.182 0.536
DN/CA1 (1,40) Derecho 4.1** 0.108 0.212
Izquierdo 6.0%*** 0.004 0.539
DN/CA2 (1,40) Derecho 5.6%%%* 0.287 0.357
Izquierdo 5.5 0.041 0.603
DN/CA3 (1,40) Derecho VA A 0.064 0.248
Izquierdo 3.2* 0.107 0.798
DN/CA4 (1,40) Derecho 9.1%*>" 0.009 0.127
Izquierdo 4. 7%= 0.849 0.839
MI (1,40) Izquierdo X 2l 0.554 2.12
he p <0.05 DN = densidad neuronal
*=+ p<0.01 GD = giro dentado
=** p<0.005 CA1 =cuerno de Ammon 1
*sse < 0.001 CA2 = cuerno de Ammon 2
IMI = indice de maxima inhibicion CA3 = cuemo de Ammon 3
Tiempo de isquemia = 5, 10, 15 y 20 minutos CA4 = cuerno de Ammon 4

Tipo de isquemia = aguda y con recuperacién de 7 dias.
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Fig. No. 20 Valores del IMI en los dos tipos de isquemia (aguda y con recuperacion de 7 dias) y en

los diferentes periodos de tiempo para cada grupo de isquemia. (* =p < 0.05).
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Fig. No. 21 Ejemplos de potenciales provocados de campo obtenidos con la metodologia descrita
en los diferentes periodos de tiempo de isquemia aguda. Notese el aumento en la amplitud del
segundo componente del segundo potencial de cada par de potenciales que se muestran (excepto en
el control), lo que refleja falta de inhibicién (desinhibicion).
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ISQUEMIA CON RECUPERACION

CONTROL
5 MINUTOS 10 MINUTOS
,\/\/\\A/\/,; |
15 MINUTOS 20 MINUTOS 10 mseg

Fig. No. 22 Ejemplos de potenciales provocados de campo obtenidos de los diferentes periodos de
tiempo de isquemia con recuperacién de 7 dias. Nétese la presencia de desinhibicion reflejada por
el aumento del segundo componente del segundo potencial de cada par de potenciales que se
muestran (excepto el control).
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6.3 Histologia

La valoraciéon de las alteraciones en la densidad neuronal se realizé en las regiones de ambos
hipocampos localizadas entre 2.8 y 5.3 mm posteriores a bregma de acuerdo con el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (1982). La zona del hipocampo donde con mas frecuencia se
observo el area de registro fue en el sitio limitado por las coordenadas antes descritas (Fig. No. 11)

y a una profundidad de 3.4 mm.

Se describen los cambios morfolSgicos en el estrato granular del giro dentado (labio dorsal) y en el
estrato piramidal de los campos CA1 (regio superior). CA2, CA3 (regio inferior) y CA4 (hilio) como

se muestra en la Fig 14B.

Las pocas neuronas situadas en el estrato oriens y lacunoso molecular se descartaron en este estudio

por considerarse de naturaleza funcional diferente a las pertenecientes al estrato piramidal de cada

campo.

El estrato granular del giro dentado se observé constituido de células granulares tipicas, densamente
agrupadas y con tincion homogénea con las técnicas de anilinas mencionadas. Las células
pertenecientes al estrato piramidal de las diferentes areas del hipocampo se encontraron normales
con soma grande, nicleo vesiculoso, nucleolos bien definidos y baséfilos, citoplasma homogéneo

con sustancia de Nissl en tipicos grumos (Fig. No. 23).

5.3.1 Histologia del hi e

Debido al tipo de isquemia (aguda y con recuperacién de 7 dias) y a los diferentes periodos de
tiempo de isquemia, encontramos zonas de alteracion neuronal que fueron reconocidas como
cambios en la morfologia normal y alteraciones en la apetencia tintoria de las mismas, que se

reflejaron en diferentes grados de daiio celular. Por esta razén decidimos contar sélo aquellas células
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que aparentemente estaban integras en su morfologia para evitar al maximo errores en la

interpretacion del dafio celular.

Fig. No. 23 Fotografia de impresion laser de diferentes zonas del hipocampo de animales del grupo

control. La morfologia tipica puede reconocerse en cada una de las neuronas pertenecientes al GD
(A), CA1l (B), CA3 (C) y CA4 (D). Barra de calibraciéon = 50um.
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También existe una clara reaccion glial generalizada en todo el hipocampo,. pero dado que los
objetivos de este trabajo no incluyen la valoracion de este aspecto, no mencionamos mas detalles al
respecto.

6.3.1.1 Isquemia aguda. Los cortes teilidos con las técnicas de anilinas antes descritas mostraron
que las primeras evidencias de alteracion celular fueron el aumento gradual en la acidofilia del soma
de las células del GD y de las otras areas del hipocampo. La aparicion de pequeilas vacuolas en el
citoplasma y la contraccion del nucleo o picnosis celular constituyeron indices morfolégicos
importantes para considerar la alteraciéon celular. En las zonas de daiio celular se observaron areas
de necrosis neuronal selectiva (antes descrita) y solo en pocos individuos pudo reconocerse la
necrosis neuronal generalizada. (Fig No. 24).

En la tabla No. II se presentan los valores de "F" del anilisis estadistico de dos factores de la
densidad neuronal del hipocampo y claramente observamos la variacién estadisticamente

significativa que mostré cada regién del hipocampo de acuerdo con el tiempo de isquemia.

En la tabla No. IIl se muestran en términos de porcentaje de cambio s6lo los resultados
estadisticamente significativos (p<0.05) del analis con el ANOVA de un factor y la comparacion
entre los grupos con la prueba de Tukey del efecto de la isquemia en el hipocampo. Observamos que
las diferentes regiones presentan un cambio variable con relacion al tiempo de isquemia aguda. El
GD de ambos hipocampos presenté una disminucion promedio del 33% con respecto al control a
los 20 minutos de isquemia, mientras que en el CA1 la disminucién observada en relacién con el
control solo correspondié al hipocampo izquierdo y en el CA3 fue en el hipocampo derecho. Sin
embargo en el CA2 no hubo variacion estadisticamente significativa, mientras que en el CA4 la
disminucion respecto al control se observo en los grupos de 10 y 15 minutos y sélo en el hipocampo
derecho.
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En Ja figura No. 25 se muestra la densidad neuronal de las diferentes regiones del hipocampo en /
funcién de los periodos de tiempo a los que fueron sometidos los animales y se sefialan las

disminuciones significativas (*=p<0.05) en la densidad neuronal con respecto al control.

Fig. No. 24 Fotografia de impresién laser de diferentes zonas del hipocampo de animales sometidos

~~
a un periodo de 20 minutos de isquemia aguda. Se sefialan las células picnéticas ( — ), células
hipercrémicas ( = ) y desarreglo del neuropilo ( % ). A (GD). B CA1l, C(CA3) y D (CA4). Barra N
de calibracion = 50um. »

N

100



TABLA No. II1 Efecto de los diferentes periodos de isquemia aguda y con recuperaciéon de 7

dias sobre Ia densidad neuronal del hipocampo

Control vs Agudas Control vs Recuperadas

TIEMPO D 1 D 1

S
GD 10
15
20 -30% -36%
5
CAl 10
15
20 -31% -31%

?_

CA2 10
15
20
5
CA3 10 -29%
15
20 -27%
S
10 -24%
CA4 15 -28% -26%

—

Anadlisis estadistico del efecto de la isquemia en la densidad neuronal del hipocampo (ANOVA de

un factor / Prueba de Tukey).
Comparacién entre tiempos de isquemia p< 0.05
Sdlo se indica el porcentaje de cambio (- =disminucién) en caso de existir significancia.

(Tiempo = duracién del periodo de isquemia en minutos; D = Derecho: I = Izquierdo)
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Fig. No. 25 Valores de la densidad neuronal de las diversas regiones de ambos hipocampos (derecho

e izquierdo) obtenidos de los diferentes periodos de tiempo del grupo de isquemia aguda.

(*=p<0.05).
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6.3.1.2 Isquemia con recuperacion de 7 dias. Las alteraciones morfolégicas encontradas en estos
grupos fueron basicamente similares a las descritas en la isquemia aguda. Esto es, aparicion de
necrosis celular, microvacuolizaciéon citoplasmica, aumento en la acidofilia celular, distorsiéon y
picnosis nuclear asi como desarreglo discreto del neuropilo. Para todos los estados o tiempos de

isquemia fue posible observar neuronas hipercromaticas localizadas cercanas a otras con dafio

isquémico definitivo (Fig. No. 26).

En la Tabla No. III observamos que la region que mostré disminucion en la densidad neuronal con
respecto al control fue el CA3 derecho en el grupo de 10 minutos. mientras que en €l CA4 derecho

fue el grupo de 15 minutos y en el CA1 izquierdo el grupo de 20 minutos.

En la Figura No. 27 se muestra la densidad neuronal de las diferentes regiones del hipocampo en
funcion de los periodos de tiempo a los que fueron sometidos los animales con recuperacion de 7

dias y se sefialan las disminuciones estadisticamente significativas (p<0.05) en la densidad neuronal

con respecto al control.

Dado que los cambios observados en la densidad neuronal del GD en ambos tipos de isquemia asi
como en CA1l no pueden atribuirse al trayecto del electrodo de registro, decidimos utilizar el

hipocampo izquierdo para relacionarlo con los datos electrofisiologicos, ya que fue el sitio donde

se obtuvo la actividad eléctrica.
6.4 Electrofisiologia y Morfometria del giro dentado izquierdo

En la Tabla No. I'V se observa la relacién de los datos de la densidad celular del giro dentado
izquierdo con los valores del IMI registrados en el mismo sitio. En la situaciéon de isquemia aguda
se observé una disminucion del 18 al 36% en la densidad neuronal en los diferentes periodos de

tiempo de isquemia y como se mencioné anteriormente, el Gnico valor que resulté estadisticamente
ia con r ion de 7

»

significativo fue el del grupo de 20 minutos. En los grupos de isq
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dias la disminucion en la densidad neuronal que se observo fue del 18 al 26%6 con respecto al control
sin significancia estadistica en los diferentes periodos de tiempo de isquemia, mientras que el valor
del IMI aumenté hasta en un 123% respecto al control en el grupo de 5 minutos. y las variaciones

que se observaron fueron del 76, 68 y 53% en los grupos de 10, 15 y 20 minutos respectivamente.

Fig. No. 26 Fotografia de impresion laser de diferentes regiones del hipocampo de animales
Observese la

sometidos a un periodo de 20 minutos de isquemia con recuperacion de 7 dias.
presencia de células con franca picnosis ( — ), otras con alteracion en su apetencia tintoria normal
( = ) ademas de sensible pérdida neuronal ( % ). A (GD), B (CA1l), C (CA3)y D (CA4). Barrade

~—-

1]

Now’

calibracién = S0um.
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Fig. No. 27 Valores de la densidad neuronal de las diversas regiones de ambos hipocampos (derecho
e izquierdo) obtenidos de los diferentes periodos de tiempo del grupo de isquemia con recuperacién

de 7 dias. ( * =p < 0.05).
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TABLA No. IV Relacién de 1a densidad newronal del giro deatado con los valores del IMI,

Condicién | Parame-tros|  Control S minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos
VP % | VP % \[3 VWi %

Comparacicn entre 1a Densidad Celular del Giro Dentado lzquierdo con tos valores obtenidos de los IMIS de animales con diferentes periodos de
isquemia (5, 10, 15 y 20 minutos) aguda y con recuperacion de 7 dias.

Anilisis estadistico del efecto de fa isquemia en la densidad neuronal del hipocampo (ANOVA de un factor / Prueba de Tukey).

Comparacion entre tiempos de isquemia p< 0.05, se indica (*) el porcentaje de cambio (- =disminuci6n) en caso de existir significancia.

(DN = densidad neuronal; IMI = indice de maxima inhibicion; VP = valor promedio; % = porcentaje de cambio; *= p< 0.05.
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DISCUSION

En este trabajo se realizé6 un modelo de isquemia focal mediante la oclusién de ambas arterias
cardtidas comunes con diferentes periodos de tiempo (5, 10, 15 y 20 minutos) aguda y con

recuperacién de 7 dias.

Como sabemos la isquemia focal es incompleta y condiciona un FSC compensador en areas
circunvecinas en forma temprana, que compensa la hipoperfusion general y posteriormente se
presenta la recirculacion por recanalizacién de los vasos ocluidos (Raichle, 1979, Kaplan, et a.l,
1987, Buchan, 1992). La reduccion del FSC no es homogénea en el tejido que sufre de isquemia
incompleta, ya que frecuentemente se ha observado que el tejido forma un anillo llamado "penumbra
isquémica” alrededor del sitio en donde el dafio isquémico es mas severo y en el cual existen fallas
energéticas y de los mecanismos de intercambio i6nico (Astrup. et al., 1981; Marcoux, et al., 1982;
Torvik, et al., 1986). Ademas la isquemia incompleta se asocia con acidosis lactica severa a nivel
tisular, debido a que el flujo sanguineo residual continua liberando C¢H,-O¢ en un territorio con
mecanismo glucolitico anaerébico (Raichle, 1983; Martinez, 1991; Lutz, et al., 1994). Aunque
Steen, Michenfelder y Milde (1979) en un trabajo que realizaron concluyeron que la retencién de
un FSC minimo, i.e. menos del 10% del normal, es benéfico para el encefalo isquémico. Casi todas
las evidencias reportan que las situaciones antes mencionadas, afectan de manera diversa y gradual

a las estructuras nerviosas.

El paradigma empleado en este trabajo simula lo que ocurre mas frecuentemente en el ser humano
desde el punto de vista clinico (Plum, et a.l, 1982; Nedergaard, 1988; Lutz, et al., 1994), y es un
modelo sustancialmente diferente de los otros modelos experimentales de isquemia global mediante
la oclusién de los cuatro vasos (cardtidas y vertebrales) (Pulsinelli, et al., 1979) y de isquemia global

por paro cardiorrespiratorio (Cervantes, 1993; Pluta, et al., 1979), ya que en estos modelos no hay

flujo sanguineo residual durante la isquemia. En el momento de la reperfusion también hay
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diferencias, puesto que en el modelo desarrollado en este trabajo el FSC disminuye un 50% (EkI&f,
etal., 1972a; 1972b) y por lo tanto la reperfusion es menos drastica, mientras que en el modelo de
isquemia global por oclusién de cuatro vasos, a partir del momento de la oclusion de los cuatro vasos
el FSC alcanza valores muy cercanos a cero y la reperfusion es del 50% -al restablecer el flujo
carotideo- en un tejido sin irrigacion previa. En la isquemia global por paro cardiorrespiratorio la

reperfusion es masiva.

Desde el punto de vista electrofisiolégico se observé que la respuesta del tejido neural se modificé

de manera significativa en varias situaciones de isquemia.

En la isquemia aguda el cambio ocurrié principalmente en los grupos de 10 y 15 minutos. En estos
grupos el IMI mostré valores significativos que reflejaron aumento en la excitabilidad debido a
desinhibicion. Llama la atencién que en los grupos de 5 y 20 minutos la razén del IMI, no obstante
de modificarse, no presenté significancia estadistica. Es probable que estas diferencias, en particular
las del grupo de 20 minutos se deban al grado y tipo de lesion neural que ocurrié. Es decir, que la
amplitud del potencial provocado esta en relacion directa con el nimero de somas neuronales que
se despolarizan. Al parecer, con 5 minutos de isquemia no se altera de manera permanente el grupo
de células que responden al estimulo de la corteza entorrinal. Con 20 minutos de isquemia el dafio
del grupo neural es tan severo que lesiona permanentemente a la célula, de tal forma que no es

posible tener la cantidad de células parcialmente alteradas para que respondan e integren la respuesta

electrofisiologica.

Con respecto a los grupos de isquemia con recuperaciéon de 7 dias, se observé que son suficientes
5 minutos, para que se establezca el cambio electrofisiolégico estadisticamente significativo que
refleja desinhibicién. Es probable que con los otros tiempos el tejido se dafie mas severamente de
tal forma que no permite evidenciar estadisticamente la respuesta electrofisiologica integrada que

refleja el fenémeno de desinhibicion probablemente relacionado con lesion de interneuronas

inhibidoras (Solis, et al., 1991 ).
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Respecto a los dafios morfolégicos encontrados en este trabajo, las diferencias de vulnerabilidad
descritas para la region del hipocampo (Pulsinelli, 1985) fueron evidentes. aunque con ciertas
diferencias que pueden estar relacionadas con el modelo desarrollado de isquemia focal. La mayor
vulnerabilidad que observamos en el grupo de 20 minutos de isquemia aguda en el GD, en el
campo CA1l y en el CA3 puede estar intimamente relacionada con las particularidades vasculares
de estas regiones, asi como con la reduccion heterogénea del FSC que sufre el tejido con isquemia
incompleta (Astrup, et al., 1981; Marcoux, et al., 1982; Torvik, et al., 1986) de tal modo que la
alteracion de la region CA4 se observo en el grupo de 10 y 15 minutos mientras que la del CA2 no
fue evidente desde el punto de vista estadistico. Es decir. el CA4 requirié de menos tiempo para
hacer evidente su disminucién en la densidad neuronal, quiza porque el FSC residual en la isquemia
focal aguda disminuye progresivamente en las diferentes areas del hipocampo (Nedergaard, et al.,
1984; Torvik, et al., 1986) y ademas hasta cierto punto coincide con lo dicho por Heiss (1983) y
Graham (1992) de que el dafio morfologico por isquemia cerebral es dependiente de tiempo. Estos
resultados contrastan relativamente con los reportados por otros trabajos (Pulsinelli, 1985) en donde
mencionan que el GD es la regiéon menos vulnerable o bien que presenta un patrén tipico de daifio
(Schmidt-Kastner, et al., 1990; Auer, et al., 1989, Graham, 1992) y que el campo CA1 es el mas
vulnerable (Pulsineli, 1985). Esto quizi pueda deberse a que la isquemia focal deja un flujo
sanguineo residual, como ya se observd y dado que el GD es la zona con irrigacion directa mediante
las arterias perforantes, es la region que recibe un abasto energético mayor con respecto a las otras
regiones, pero ésto condiciona un proceso metabolico citotoxico principalmente por la mayor
formacion de acido lactico y por ende la mayor formacion de radicales libres, productos que por
torrente circulatorio deben llegar hasta el CA1, ademas este campo corresponde a una zona que
presenta caracteristicas particulares (Sommer, 1880; Willis, et al., 1981; Cotman, et al.,, 1987;
Wyllie, 1993) y donde la hipoperfusion (Pulsinelli, et al., 1982a) se presenta mas tarde.

En la condicién de isquemia con recuperacion de 7 dias se esperaba que el tejido neural mostrara

un fenémeno de maduracién como el descrito en los gerbos por Ito, et a.l, (1975) y que por lo tanto
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los cambios en la alteracion neuronal se hicieran mas francos. Sin embargo los hallazgos
encontrados en este trabajo no hacen evidente la presencia de dicho fenémeno, lo que puede

explicarse porque el sistema circulatorio del gerbo es diferente al de la rata.

Las zonas que mostraron mayor vulnerabilidad a esta condicion de isquemia fueron el CA3 y CA4
en el grupo de 10 minutos. Muy probablemente por ser las zonas que sufren menos los efectos de
la reperfusion dado el corto tiempo del periodo de isquemia. Mientras que la mayor pérdida
neuronal se observé en el CA1 en el grupo de 20 minutos. Lo que concuerda con los estudios que
reportan que el campo CA1 presenta la mayor alteracion funcional a mayor tiempo de postisquemia
(Pulsinelli, et al., 1982a; Graham, 1992), debido m:xy probablemente a la densa inervacion
excitatoria que recibe, a las caracteristicas de receptores que han sido reportadas en esta regiéony a

los aspectos metabdlicos especificos de la neuronas del CA1l o sector de Sommer (Graham, 1992).

Respecto a la similitud en el decremento de la densidad neuronal en las dos condiciones de
isquemia (aguda y con recuperacion de 7 dias) observamos una diferencia importante en relacion con
otros estudios (Pulsinelli, 1985), que pueden explicarse de primera instancia por ¢l modelo de
isquemia desarrollado en este trabajo. Mientras que las variaciones morfomeétricas no fueron tan
obvias dado que se sabe que es necesario mas tiempo. Fue evidente que a mayor tiempo de isquemia
aguda mayor desinhibicion. Sin embargo con 20 minutos de isquemia aguda la desinhibicién resulté
ser similar a la encontrada en el grupo de 5 minutos y la densidad neuronal fue significativamente
menor, lo que puede explicarse por la hiperexcitabilidad de las neuronas que sobrevivieron a este
periodo de isquemia (Johansen, et al., 1987).

Respecto a la isquemia con recuperacion de 7 dias, en el grupo de 5 minutos observamos que la
densidad neuronal no disminuyé significativamente, sin embargo los valores del IMI hicieron
evidente 1a desinhibicién quizad causada por la hiperexcitabilidad neuronal (Suzuki, et al., 1983;
Johansen, et al., 1987), es decir que el potencial de reposo de estas células sea menos
electronegativo, por lo que alzancan mas facilmente el umbral de disparo. En los grupos con

tiempos mayores de isquemia con recuperacion de 7 dias observamos decremento significativo en
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la densidad neuronal que en promedio no fue mas haya del 27%. En relacién con el fenémeno de
desinhibicion, que a pesar de que esta presente, el valor del IMI representa un porcentaje de cambio
del 76% con respecto al control y una recuperacion del 40% con respecto al grupo de S minutos de
isquemia. Por lo anterior pensamos que los cambios encontrados desde el punto de vista
electrofisiolégico y morfométrico no suceden paralelamente, ya que en el grupo de 20 minutos de
isqueniia aguda observamos la menor densidad neuronal y no asi el mayor valor del IMI lo que
refleja una menor poblaciéon celular (especificamente células granulares) con actividad
electrofisiologica alterada muy probablemente debido a lesiéon de otros componentes celulares como
interneuronas y células gliales que conforman el circuito funcional completo del hipocampo. Por esta
razén consideramos conveniente realizar estudios enfocados a valorar interneuronas y glia, asi como

aportar nuevos datos morfolégicos de las células excitatorias de esta region cerebral.

Conclusiones

- La isquemia provocada por la oclusién de las arterias carétidas induce alteraciones funcionales y

morfoldgicas significativas.
- La disminucion del flujo sanguineo del hipocampo disminuye significativamente por la oclusiéon

de ambas arterias carétidas comunes.

- En los diferentes grupos con isquemia aguda se observé modificacion en la excitabilidad neuronal
valorada a través del registro del potencial provocado. Los valores del IMI aumentaron de manera
progresiva en funcion del tiempo de isquemia. Sin embargo en el grupo de 20 minutos el IMI
disminuyé sin llegar al valor control. En los grupos de isquemia con recuperacion de 7 dias, el IMI
con valor mayor se observé en el grupo de 5 minutos. En los grupos de 10, 15 y 20 el IMI también
mostro la desinhibicion en funcion de la duracion del periodo de isquemia. Aunque no hay una
relacién directamente proporcional de los valores del IMI con el tiempo y tipo de isquemia (aguda

¥y con recuperacion de 7 dias).



- La pérdida en la densidad neuronal en ambos hipocampos (derecho e izquierdo) muestra
variabilidad, sin que se haga evidente una mayor vulnerabilidad de uno de los hemisferios.

- Desde el punto de vista morfométrico la isquemia aguda respecto a la isquemia con recuperacion
de 7 dias mostré cambios que no fueron sustanciales en la densidad neuronal ni en el tipo de lesion.
- El campo CALl1 fue el de menor densidad neuronal a mayor tiempo de isquemia con recuperacion
de 7 dias.

- Las modificaciones observadas tanto en el IMI como en la densidad neuronal s6lo mostraron
significancia estadistica de acuerdo con el tiempo y tipo de isquemia (aguda y con recuperaciéon de
7 dias). Sin embargo podemos concluir que con 5 minutos de isquemia focal, la excitabilidad

neuronal se altera y la densidad neuronal se modifica.
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