}

=S ’{3

i J‘J
4

T

UNIVERSIDAD N&@E@NAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

NEUROPROTECCION PROFILACTICA CON SULFATO DE
MAGNESIO, ETOMIDATC Y METILPREDNISOLONA EN
NEURONAS mmmam&s DE AREA CAt ¥ CA3 DE
HIPOCAMPCO DORSAL EN GERBOS SOMETIDOS A
mmua?ﬁm»ﬁﬁ?ﬁﬁ?ﬁ@ﬁn

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN NEURCCIENCIAS
P R E S E N T A:
GLORIA ADRIANA CASTRO PACHECO

r
I

IMES

TLALNEPANTLA, EDO. DE MEXICO 2001



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



COMITE DE TESIS

DOCTOR ISRAEL GRIJALVA OTERO

Jefe de la Unidad de Investigacién Médica de
Enfsrmedades Neuroldgicas. Centro Médico Nacional Sigio XX1.
instituto Mexicano del Seguro Sccial.

MAESTRA MARIA ROSA AVILA COSTA
Profesor Asociado

Facuitad de Estudios Superiores lztacaia
Universidad Nacional Auténoma de México

DOCTOR JORGE BERNAL HERNANDEZ
Profesor Titular

Facuitad de Estudios Superiores iziacala
Universidad Nacional Auténoma de México

MAESTRA LAURA COLIN BARENQUE
Profesor Asociado

Facuitad de Estudios Superéoreé Iztacala
Universidad MNacicnal Auténoma de México

DOCTOR MARIO RODRIGUEZ CAMACHO
Profesor Titular

Facultad de Esiudios Superiores iztacala
Universidad Nacional Autdnoma de hMéxico



INDICE

e R N =T X SO ST O UUPP RO PRSP SIT R SSSSIS PR 4
U LA N oot eeetee et eeeeeeaeeaseesosaeame e st e tee e e et e n e it o eaRee et e e rr e oL b s 3
N T TN o U U O PP PP PR PRSPPI PR 8
4 TN TRODUCCION ..ot e e e et ae s s eea s e ae s a s re s e e st an e 10
2.- ANTCCEDENTES
2.1.- Fisiopatologia de Ia isquemia Carabral............co s 1
25— Mecanismos de lesién cerebral durante ia reperfusidn........ 15
2.3.- Modelo de isouemia cerebral €0 gerbBoS. ... 16
2.4.- Dafio selectivo & isquemia-reperfusitn........o 28
3 . ANATOMIA DE LA CIRCULACION ARTERIAL DE CEREBRO DE GERBO.....21
4.- ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE HIPOCAMPO. ..o 24
5.- CONDICIONES PARA EVALUACION FARMACOLOGICA EN MODELOS
EXPERIMENTALES DE ISQUEMIA-REPERFUSION EN GERBOS.................. 28
5.1.- Bases de i@ NEUrOPTOIBCCION . ...ocvv it 29
5.2.- Neuroproteccion Profil@CHCa. ..o 33
5.3.- ASOCIACION G TATTNBCOS. ... et riiririer st s e s 33
&.- FARMACOCINETICA DE NEUROPROTECTORES
8.1.- Etomidato............. ST ST VU PRSP OTTPIRY 34
B8.2.~ SUIfEt0 d& MAGNESIO.....cereeeeeeriiai e e s 35
B.5.- MetIDrEaGMSOIONA. ..o et a8
T SUSTIFICACION. ..o ov oot eeeeee s st ecas st 39
8- PLANTEAMIENTO DELPROBLEMA. ..o 39
B HIB O TESIS oo eveee et seeeeeereese ettt se st e b b e s e s er e b s e h bbb 40
LTS N =y 1710 T OO SO OO S TTOPO OO RO FPO RO PRROSPRPR PP 40
11.- MATERIAL ¥ METODO
11.1.- Poblacién vy lamafo dela mueslia...... 42
14.2.- CuUidados GeneraleS.. ...t 42
14.3.- Disefio general....i e e ettt aerreesea s r e s e e e 42

R I 0ty 1 Lot o e (R o = e o Lo TOTTTY RO RO RO R USROS PRSP VEP PP 43



14.5.- Procedimientos

11.5.2.- Administracion de farmatoS....ooc vt 44
14.5.b.- Oclusion de arterias cardtidas ... 44
14.5.¢.- Cuidados postoperatonos. ..o 46
11.5.d.- Obtencién del tejido v preparacién histoldgica.......oocvveen, 46
11.5.e.- Método de Nigs! (para cortes de parafing)..........coceveeeeenenn 47
11.6.- Métodos dge analisis

11.6.a.~Analisis hiSIOIOICO. ......ooovve e 48
11.6.b.-MEI000 EStRGISHED. ..ot 48
14.8.¢.-ConsSideracionas SHCAS. .....ccccie e v cveee e cre et a e e 49

12.- RESULTADOS
12.1.- Andlisis estadislico......cccccvevveviinnn SR U P UV U RO ST UUP U 51
12.2.- Anglisis MOrfolBOICO. ... v eeee e 51
43,m DISCUBION. ...t ce e s bbb s 83
14.- CONCLUSIONES.......cccoocverrieren et s e 69
15.- PERSPECTIVAS AFUTURD ...co ot 82

48.- REFERENCIAS ..ottt sas s ssssssnnnnss e a s nnans £ 0



ABREVIATURAS

ACGC arteria carétida comdn

ACHM arteria cerebral media

ACP arteria cerebrail posterior

AcP srieria comunicante posterior
AEE aminoéacido excitatorio

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-4-propionato
AMPc adenosinmonocfosfato ciclico
ATP adenosinirifosfato

ATPasa adenosintrifosiato sintetasa
CA% Comu Ammonis 1

CaZ Cornu Ammonis 2

CA3 Comu Ammonis 3

Ca™ caicio

cai calcio intracelular

CCE cambios celulares edematosos
LGl cambios celulares isguemicos
cr clero

Cok acetil coenzima A

D.E desvigcion estandar

ok receptor de dopaming 1

EEG electroencefalograma

ETO gtomidato

re fierro

FSC fluic sanguingc cerebrat

g gramo

GABA-A receptor A del &cide gama amino butirico
n hora

HaOs peroxido de hidrogeno

KA kainate



L-AP4

Ma i Ca”
NaCi
MNa2-K-ATPasa
NMDA

O

Sk
SNC
trans ACPD

?Kﬁg

acido L-2 amino - £ fosfonchutanoico
micrometros

i e
Frunilig

mililitro
milimetros de mercurio
metilprednisclona
sodio
bomba sodio-calcio
cloruro de sodio
bomba sodio-potasic-adenosintrifosfato sintetasa
receptor N-metil-D-aspariatc
hidroxilo
oxigeno molecular
grados Celsius
por sjemplo
prostaglandina F 2 alfa
segundos
suifatc de magnesio
sistema nervicso central
1S-3R-trans-1 amino-ciclopentii-1,2 dicarboxilate

tromboxano A2



RESUMEN

INTRODUCCION. la lesidén csluiar en la isquemia cersbral es originada por
mecanismos principalmente relacionados con la disminucion ¢ pérdida del suministro de
oxigenc y glucosa al teiido cerebral, seguido de una serie esiabenada de ziteraciones
metabdlicas y bioguimicas que concluyen con la muerte celular. Dependiendo de la
severidad y duracién del evento isquémico ciertas éreas del cersbro y poblaciones
neuronales son mas vulnerables. La neuroproteccién profilactica busca intervenir en
alguna etapa de ia cascada isquémica, para relrasar, atenuar 0 evitar el dafio por
isquemia-reperfusién, entre esias sustancias desiacan los atrapadores de radicales
libres v los inhibidores de la exciiotoxicidad, como los antagonistas del caicio v los
antagonistas competitivos v no compelitivos de los receptores NMDA. OBJETIVO
Evaluar v comparar &f iratamiento profilaciico con sutfalc de magnesio (SM), etornidato
(ETO) y metilprednisoiona (MP) scbre el nimero de neuronas piramidales viables en
srea CA1 y CA3 de hipocampo dorsal de gerbos sometidos a isquemig-reperfusion.
MATERIAL ¥ METODO. Se utilizaron 56 gerbos de Mongolia (Meriones unguiculatus)
machos, de 70-80g de peso. Se formaron § grupos de 7 animales cade uno, de scuerdo
2 sorten, 7 grupos fueron sometidos a oclusion carotidea bilateral durante 20 minutos, 8
de estos grupos recibieron farmacos { MP, ETO, SM, SM+ETO, SM+MP, MP+ETO ) v
uno no; el grupo 8 se uliizé como sham. Después de siete dias, los cerebros fueron
axiraidos para evaluacién histolbgica, mediante cories coronales seriados de Sum,
tefidos con violeta de cresilo (técnica de Nissl). El conteo y analisis celular se reglizd
con microscopia de luz, en el mismo secior por cada drea de hipotampo corsal v se

expresé como &l numero de neuronas intactes en 500 pm de longitud de la capa



piramidal. RESULTADOS. En CA1 demostraron un efecto neuroprotector significative
{v < 0.08) WP+ SM, MP, ETO, ETC+MP, siendo e grupo de SM;y ETO+SM dafiinos
nara la poblacidn neuronal; en el drea CA3, MP, ETO, ETO+MP, SM+MP, ETC+3M,
fueron estadisticamente significativos {p< 0.05), no asi el grupo de SM que aumenio &l
dafic celular. CONCLUSIONES. Los farmacos evaiuados, demostraron un efecio
neuroprotector en neuronas piramidales de las éreas CA1 y CA3 de hipocampo dorsal
al ser adminisirados de manera profildctica. Las asociaciones de los férmacos no
demosiraron mavor beneficio que las adminisiracionss aisladas en ningunc de los
casos pera cada éres evaluada, & excepcién del SM, sl cual administrado solo ©
asociado & ETO ccasiond mayor dafio, principalmente en las células del drea CA1

comparads con los grupoes de isquemia.



ABSTRACT

The ceilular damage for cerebral ischemia is originated by diverse mechanisms, mainly
those relsied with the decrease or ioss of the oxygen supply and glucose 1o &
#issue and those that asscciate to an answer of the nervous cells, as & result of a linked
series of metabolic and biochemical slterations that they will conclude with the cellular
necrosis. It also exisis a vulnerability that is selective io certain areas of the brain and
neuron populations, which depends on the severity and duration of the ischemic event.
in recent years, the term has arisen of " prophylactic neuroprotection ”, as a resuit of the
search of an early protection o the damage for ischemia - reperfusion, for they have
been evaluated it substances denominated neuroprotectors or cyloprotectors, with
theorelical capacity of influsncing in some stage of the ischemic cascade, among those
that the antagonists of the calcium and the competitive and not competitive antagonists
of the receiving NMDA highlight. The objective of this work was to quantify viable
pyramidai neurons in area CA{ and CA3 from dorsal hippocampus of subjected gerbil fo
ischemia-reperfusion, with administration prophyiaxis of sulfate of magnesium (SMY,
stomidate (ETO) and metylpredniscione (MP), in an isolated way and in association. For
such an effect gerbit of Mongolia was used {(Meriones unguiculalus) males, of 70 - 80g
of weight, distributed in a random way in eight experimental groups. The drugs was
administered from & previous way to the occlusion. Later on, was carried out bilateral
soclusion of arteries common carctids during 20 minutes, by means of clamps for

ansurysms. The animals underwent the same immediate and late postoperative

carry out histological evaluations. They were carried out courts you crown them seriates

of 9 um, which were tinted with cresi! violet (lechnique of Nissl). The count and celivlar



enalysis were carried out with microscopy of light, in the same sector for each area of
dorsal hippocampus and it was expressed as the number of intact neurons in 300 um of
iongitude of the pyramidal stratum. The isolated administralions thet demonsirated sffect
neuroprotector in the area CA1 were MP and ETO and the beneficent associations
corresponded SM + MP and ETO + MP. In the arez CA3 the association of MP + SM
and of ETO + MP demonstraied bigger preservation of cells, the same as the
administration MP, and ETO. in a general way, was an increase average of 20% in the
number of viable neurons, compared with the groups without freatment. However, the
associations of the drugs not demonstrate bigger benefit that the administrations
isclated in none of the cases for each evaluated area, to exception of the SM, the one
which alone administered or associated to ETO it caused bigger damage, mainly in the
celis of the area CA1 compared with the ischemia groups.

The evaluated drugs, they demonsireted an effect neuroprotecior in pyramidal neurons
of the areas CA1 and CA3 from dorsal hippocampus when being administerad in way
prophylaxds, howsver, due fo the necessary opposing, serious percentage of viable cells

to explore different dose and times of administration to know If bigger benefit can exist.
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1.~ INTRODUCCION

L2 isquemia cerebral puede ocasicnar diversos grados de lesidn, que van de pérdida
axonal parcial hasta muerte neuronal. Esie dafio se produce como resuitado direcio de
la disminucidn del fiujo sanguineo cerebral que condiciona una falla bicenergética, v
iesion celular, & través de varics mecanismos: ia excitotoxicidad, la formacién de
aspecies reactivas de oxigeno, el desarrolio de acidosis v la enfrada de calcio ibnico
{Caﬁ en ia céiula, entre ofros { Wurtman, 1999. Castilio, 2000 ). La lesion celular gue

provoca la isquemia cerebral liene luger en dos fases: el dafio propiamente por
isquemia v e asociado 2 la fase de reperfusion y reoxigenacion tisulares. Gran parte del
dafio ccasionado por la isquemia s mediado por la formacién de especies reactivas de
oxigeno {radicales fibres) durante la fase de reperfusién cerebral { Hass, 1983; Diez-
Tejedor, 1996; Macaya, 2000 ).

Lz isquemia cerebral como un proceso compleic v heterogéneo, no puede ser iraiade
dptimamente con una dnica sustancia { Cotirell, 1995a; Cottrell, 1995b; Basile, 1999;
Mostacero, 1998, Gozas, 2000; Less, 2000 ), por esc es importante la svaluscién a
nivel experimental de combinaciones de sustancias neuroprotectoras, gue pusdan
aumeniar las posibilidades de &xito.

En esia tesis se evalué =l efeclo de la neurcproieccidn profildciica con farmacos
administrados de menera aislade v asociada para determiner ia preservacion de las
céiulas piramidales de hipocampo dorsal en un modelo de isquemia-reperfusidn en

gerbos.
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL .

Ei cerebro es muy sensibie al dafic producide por hipoxia e isguemia debido & sus altos
requerimientos metabdlicos, bajos almacenes de oxigeno y ceguefias reservas de
fostatos de sita energia { Dugan, 4994; Diez-Tejedor, 1996 ), de esia manera, el dafio
isquémico en el cerebro es causado por una combinacion de importantes factores
fisiopatologicos que interactiian de una maners compleja.

La isquemia cerebral puede ser focal o global. Duranie la isquemia focal el flujo
sanguinso cerebral es interrumpido en una regidn particular y el dafio ocasionado
depende de le existencia de circulacion colateral que perfunde parciagimenie el drea que
rodea al centro de la isquemia { Farper, 1881 ). En cambio, durante la isquemia global,
existe ausencia tolal de flujo sanguineo ( Raichle, 1883 }. La fisiopatologia de fa
isquemia cerebral a nivel molecular ha sido descrita y documentada en varios {rabajos
{Garcig, 1984; Siesié, 1992s; Siesi® 1992b; Basile, 1999, Garcla, 1999, Wurtman,
1899 Carden, 2000; lronside, 2000; Neumar, 2000; Whits, 2000 ).

Dentro de los mecanismos fisiopatoidgicos que conducen &l dafio y muerte neuronal por
isguemia, se encuseniran los directamente relacionades con la disminucién o pérdida del
suminisiro de oxigeno v giucess & tejido v dependen de ia duracitn y severidad gel
avenio isguémico. Se sabe que la reduccidn del FST por debajo de 20 mi/min./ 100 g
de teiido produce falla de s actividad eléctrica, v por debajo de 10 mi { min { 100g de
telido proguce disminucion del gradients iénico transmembranat (Wurtman, 1898 ).

En condiciones normales el cerebro utiliza glucosa v oxigeno para la produccion de

ATP. Duranie l2 isguemia, se acelera el consumo de oxigenc y disminuye la
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fosforiiacion oxdidative, ocasionazndo unz baja preduccidn de ATP por glicolisis
anzerchia. Al ser comprometida Iz funcidn mitocendrial por disminucién del suminisire
de oxigeno, e reciclado de proiones por la fosforilacidén oxidativa disminuye v su
concentracion en citosol se incrementa, ocasionando disminucion de los nucledtidos de
sdening para la mitocondria por inhibicién del ransporte de ATP-Mg®'/Pi. También se
inhibe el recambic de Ne+iCg®' en & plasmalems, causands secussto de csicio
infracelular de (Ca ' i) { Dienel, 1984: Dugan, 1984 ).

La concentracién de caicio (Ca®" ) en = cilosol de las neuronas esta regulado por una
variedad de bombas an la membrana v olros sistemas de recambio. De asta manera, la
alteracién de la homeosiasis del Ca¥* puede originar desde degeneracién hastz ia
muerte neuronal. {Dienel, 1984; Carafoli, 1988, Aronowski, 1892; Nzkamura, 1988 ),
debido a gque el Ce*' aciiva miltiples enzimas involucradas en el catabolismo de
proteinas, fosfolipidos vy cidos nucleicos. El aumenio de ia concentracion de Ca®’ por
arrica de los niveles fisioldgicos lleva a la degradacién incontrolada de macromoléculas
de importancia vital pera la estructurs vy funcidn celularss { Dugani, 1994, Kristian; 1998,
Jiménez 1998; Garcia, 1999 ).

£l cerebro es el tejido mas desprotegido del organismeo en cuanic a su capacidad de
defensa antiodidante {(Jesberger, 1891). Existe ung elevada probabilided de formacidn
del anidn radical superdxide (0; -) debido al elevado consumo de oxigeno en e cerebro
y & ia relativa sbundancis de enzimes gue o gensran como producto colateral. Esle
radical gs transformade en perdxido de hidrogens ( Ha.0: |} por accion de iz superéxido
dismutase. La zusencia de catelasa cersbral y ol conlenido relstivamente bajo de
glutatién peroxidasa, que reducen el H:0: en 2gus, conducen & la acumulacién de Hals

precurser potencial de radicsies hidroxiio {OH ), gue son exiremadamenie reactivos
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{Demopoulus, 1980; Kitagawa, 1990, Traysman 1991). En condiciones de isquemia
cerebral, iz disfuncién mitocondrigl incremerte 2 reduccién univalenie del oxigeno v,
por tante, ia generacidén de Oz~ v de Hpls La transformacion de M0, en -CH es
catalizada por &l ion hiefro (Fa?) oue es abundanie en &l tejido cersbral v cataliza
ademss la descomposicion de los hidroperdxidos lipidicos en radiceles, los cuales
fienen actividad vasoconstriciors v estan involucrados &n reaccionss radicales en
cadena v en ia formacién de moléculas reaciivas con &cidos grasos y proteinas (Dugan,
1684 Jimenez , 1998; Jesberger, 1991 ).

Teniends en cuenta que &l cerebro es abundante en dcidos grasos poliinsaturados, que
son los susirstos oreferenciales de los radicsles libres del oxigeno, resulia facil

comprender por que &s organc bianco de las reacciones de peroxidacién. E! dafio

&

secunderic a ios lipidos estructurales y libres en ef tsiido neuronal, que inducen el
rompimiento de ios fosfolipidos de membréﬁé v la acumulacién de Acidos grasos libres,
atentan contra fa integridad estruciural de las biomembranas. Durante estadics iniciales
de la isguemia, los glicerofosfolipidos de inositol aumentan el 4cido araquidonico y
diacilglicers! libres. Esta formacién de &cide araguiddnico resuliz de! rompimiento
transneural acelerado de los glicerofosiolipidos de inositol per la kberacidn de glutamato
en la hendidura sindplica durante ei defo isguémico { Panefta, 1889; Rabin, 1997,
1998). La iiberacién dei dcido araguidénico de ios fosfolipidos de membrana por accidn
de la fosfolipesa A, achivada por £a”’, es & sun
sicosancides. La ciclooxigenasa genera peréxidos lipidicos precursores de PGP y

Tyhs, todos glios sonstrictores de le musculatura lise vescular. { Rabin, 1898; Carcia

1989).
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Las conceniraciones altas de acidos grasos libres promueven la iberacion de glutamato
y evitan su recuperacidn, inhiben la Ne-K-ATPasa; v sus propiedades dJelsrgentes
pueden cambiar iz fluidez v la permeabilidad de la membrana, ic que aliera ios
mecanismos de los que dependen la integridad de la misma ( Dugan, 1884; Rabin

1987).
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Se sabe gue duranie el episodio isqguémico se produce un
neurstransmisores. La liberacién de AEE, principaimente glulamato, ha sido
mencicnada como factor clave en la exciiotoxicidad observada en la isguemis,
especiaimente por la estimulacion sostenida de los receptores NMDA y AMPA que
conducen @ la muerte neuronal mediada por la entrada masiva de Ca** (Siesjd, v cols.
1891; Sommer, 2000; Martin, 2000 ). E! término de exciloloxina y excitotoxicidad
describen ias acciones neurctdxicas de ios aminoécides, particuiarmentie ios anaiogos
sstruciurales de glutamato, tales como e acido kainico. El glutamato s el principal
amincacido neurotransmisor excitatoric del sistemz nerviose central (SNC) de
mamifercs; es mediador de diferentes respuesias csiulares por interaccidn con al
menos cinco subtipos de receptores, lamados MN-metil-D-aspartaic (NMDA), kainato
(KA}, a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-4-propionate (AMPA), acide L-2 amino-4-
fosfonobutancice (L-AP4) s 1S-3R-frans- ‘E-amine—c@c%apen@iﬂ-‘é,@ dicarboxiiate (frans
ACPD) { Choi, 199C, 198982, Dugsan, 1994, Gagiliardi, 2000 }.

Ei dafic neurcnal inducide por gluteamato involucra dos evenics distintos, primero, ia
exposicidn prolongade de las neurcnas a glutamato puade causar un edema neuronal
agudo resultadc de una despolarizacién mediada por el flujc de Na+, G y agua

{Pallagrint, 1990; Dugan, 1994 ), se sugiere gue &l aguz gue enfra a a célule causa lisis
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osmotica, e segundo evento, se ocaracieriza por sl fiujo excesivo de Ca¥
orincipatmsenie por sobreactivacion de receptores NMDA v AMPA, (Pizzi, 1388).

Ei efecic final comin de los mediadores fundamentales del dafio por isquemia es, por
tanto, la destruccidn de componenies estruciurales vy funcionzies de la célule v el dafio

secundaric en la microcirculacidn que, por diversos mecanismos {edema y lesién

reactividad vascular) ocasiona el denominado “fenémenc de no reflujo”, cerrando &l
circulo y perpetuando el procesc { Ames, 1968; Harrison 1875 imdahi 1888; Disz-

Teiedor, 1996; Ligton 1298 ).

2.2.- MECANISMOS DE LESION CEREBRAL DURANTE LA REPERFUSION

Ctro evento adverse en la lesidn neuronal, es el producido durante ia reperfusion, e
cual potencia los mediadores del dafio isquémico ya exsiente y adiciona nuevos
elementos como la preduccion y liberacién de radicales libres, enzimas lisosomales, ia
oxidacidn de las moléculas reducidas acumuiadas durante la isquemia, el aumento de la
actividad de la dxido-nitrico sintetasa vy la produccién de radicales libres derivados de
oxide nitrico, el incremenioc de la liberacidn de neurpirsnsmisores v aminodcidos
excitadores, el aumento de los niveles de calcio en las céiuias, eic { McCord, 19885;
Diez-Tejedor, 1998; Odinak, 1989, Nakamura, 1898 .

Adernés, duranie la recircuiacion los &cidos grasos libres son ulilizados répidamente, en
particular el dcido araguiddnico, ef cual después de ser acumuiado durants la isquemia
ss meiabolizado durante la reperfusidn via ciclo de lipooxigenasa y ciclooxigenase pare
procducir prostaglandinas, tromboxanos v superddde, asi come metabolitos téxicos de

oxigano gue son dependientes de la degradacion de ATP {Philips, 1898, Rabin, 1997,



Uhi, 2000). También aumenta la conversidn de xantina dehidrogenase a xantina
oxidase por proteasas que son activadas por caicie. La via de xanting oxidass es muy
imporiante en las células endoteliales para ia produccion de superdxide durante la
reperfusion (McCord, 1985; Palt, 1988, Panetta, 1888, Dliver, 1980, Traysman, 1881,
Delsoppo, 1994, Macaya, 2000).
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po tiempo gue se haye mantenido iz
reduncién del FSC. Por fanto, el fenémenc fundamenial y desencadenanies de Iz lesion
celular durante la isquemia es la reduccién del FSC, pero pasada la primera fase, los
mediadores bioguimicos del dafic por reperfusién adguieren una especial relevancia,

llegando a sar responsabies direcios de la continuacion del dafio ( Patt, 1887 ).

En la zctualidad de todos los modelos animales gque incluyen galos, perres, congjos,
roedores v primates, para investigar el proceso de enfermedad vascular cerebral y para
evaluacién de meétodos de manejo terapéutico del dafic por hipoxe-isguesmia, los
modelos en roedores son los més ulllizades { Wiebwers, 1880, Zivin, 1980; Small,
2000). Los rosdores presentan mas venigjas sobre olros modslos (Molinari, 1988,
Garcia, 1984 ). Bsjo costo de los animeles, baio cosic de los procedimientics,
homogeneidad relativa pars los procesos, semsjanza de snatomiz cerebrovascular v
fisiciogia con especies superiores, tamafic cerebral peguefic, gue permile buencs
procedimientos de fijacidn o andlisis bioguimicos, aceptacién denfro de ias perspeciivas

Sticas vy ecoldgicas.



Los principales modslos pare produccidn de isquemia cerebral giobal son en rata, la
ociusion de cuatro vascs ¢ iz ociusion de des vasos combinado con hipotension; en el
gerbo la oclusion de dos vasos ( Lipton, 1998 ).

A)- OCLUSION DE 4 VASOS EN RATA. La oclusién de cuatro vases en la raia
invohicra coagulacion permanente de arterias vertebrales y ligadura tempors! de las dos
arterias cargidas comunes (ACT). En la rala Wistar, después de 15 segundos (8), &l
FSC se reduce 3% de los valores coniroles en hipocampo, esiriado v neccorleza. E
EEG generalmente s isoeléctrico después de 30-40 s v iz aclividad corlical espontéanea
23 sbolida después de 1 minuto a temperatura de 37°C.

B).- OCLUSION DE 2 VASDOS EN RATA. Eslo involucra solamente ligadura de las

=

CC, con una reduccién de lg presién sanguinea de ~ 50 mmig. El EEG es isosléctrico

C).- OCLUSION DE 2 VASOS EN GERBOS. La isquamia cersbral global en gerbos de
Mongolia es inducida por ligadura temporal de las ACC sin necesidad de reducciéﬁ en
la presion sanguinea, debido a iz ausencia de erlerias comunicantes posteriores, o que
proguce isquemia cerebral giobal. Los cambios son similares al modelo en rata; & FSC
en corteza es <1% Y sn hipoccampo ~4% de los valores controles, mieniras gue la falla
EEG ocurre después de 20 s.

En los modelos de isguemia cerebral por oclusion de vascs en ratas, se presenis
isguemia incompista, 2 causa del flujo sanguineo residual; sin embargo s modsls de
isquemia cerebral gicbal en gerbos, por oclusidn bilateral de ACC ha side ampliament
utilizado para ¢l sstudic de jos cambios morfoidgicos por isguemia-reperiusion vy para
svaluar farmacos neurcprotectores debide & cus se oroducs iscuemia complete con g

oclusion de dos vasos (Siesit, 1992a; Siesid, 1992b; Basile, 1999; Herguido, 1999b;
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Uno, 1998; Wurlman, 1899, fronside, 2000; Neumar, 2000},
En 1968 Lavine v Payan describisron que el gerbo de Mongolis somelido a ligadura
unilateral de g arieria cardtida comin {ACC) es suscepiible de desarrollar infario
cerebral v signos de dafio neurcldgice. Desde entonces ef modelo en gerbos ha sido
ampliamente utilizado para la investigacion de la isquemia cerebral por oclusién bilateral
y unilaterai de iz ACC (Ginsberg, 1988).
La principal venizia de la oclusién unilateral o bilateral de ACC en ef modelo en gerbos
es la conveniencia del procedimiento quirtrgico simple, ¢ cual permite gue muchos
animales pusdan ser estudiados en corto tiempe. Ademas con iz oclusién bilateral de
CC, el FSC lega casi a cerg (0.5 mi/ min / 100 g) { Ohno, 1884}, mientras gue en
otras especies, como la rata, el fujo sanguineo residual es de aproximadaments 10 mi/
min / 100 g de tejido {Crockard, 1980).
En este modelc experimenial, se ha cbservado isquemia compieta v consiante de los
hemisfarios cerebrales, ademés de presentar diversas respuestas clinicas secundarias
& la isguemia como plosis, hemiparesia, giros, convulsiones cldnicas v generalizadas.

{Kenneth, 1972, Ginsberg, 1989 ).

2.4.- DARNC SELECTVO A ISOUEMIA-REPERFUSION.

Algunas poblacionss neuronales presenian vulnergbilidad selscliva a2 2 lesidn por
izquemia giobal, como las céluias de capas medisies de la corleza cerebral (3 y 3), v los
sectores CA1, CAZ v CA4 de hipocampe, algunas porciones del nicleo caudado v las
células de Purkinie (Araki, 1989}, preseniendo diverszs respussias g ia lesién de
scuerdo al grado v duracidn del evento.

l.as neuronas piramidales en la regién CA7T dei hipocampo son selectivamente mas
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uingrables a pericdos cortos de isquemia cersbral (Kirino, 1982; Nitator], 1885; Gorler,
1997, Snider, 1898; Martin, 2000). Se he descrifo gue ias neuronas que s8 encuentran
entre s dreg det subiculum v ia regibn mediat de TAY v ias de ragiones latersles de
SAT v Iz regibn CA3 del hipocampo son més vulnerables g isquemia cersbral an
gerbos. (Akei, 1893).
En 1982, Kirino describid tras tipos de cambios morfoldgicos al dafic por iscuemia en
CA4, CA2 y CA1: cambios celulares isquémices, cambios celuiares reactivos v "mueris
neurcnal retardads”, respeciivamente. Repories subsecueries en evaluacionss de
cortos periodos de isguemiz (5-10 min.) describen cambics con dispersién celular an
CA4 y cambios reactivos en CA2, en el drea CA7T se presents un Droceso de muerte
celutar por apoplesis. Posteriormente también se describisron cambios celulares
isquémicos con pericdos proiongados de isqusmia (20-30 min) en CA1 {(Kirinc, 1984b).
Una caracteristica importante de la lesién por isquemia giobal, ss un retraso entrs la
aparicién de los dafios celulares vy el inicio de eventos de lz cascada isquémica , que
generaimente ocurre enire 12 h y varics dias. Esta “muerie neuronal retardads” fué
documaniada en ratas por Levy { 1974 ) v Puisinelli { 1992 ) v en gerbos por Kirino
{1982 ) y ha sido maés estudiada en la regidn CA1 del hipocampo, pero &l estriado, parie
de Iz regidn CA4 del hipocampo y las capas 2 v 5 en corleza cerebral, también
presentan este fendmenc en respuesta 2 corlos pericdes ds dafic.
De manera general, el hipccampe del gerbo es ligeraments més sensible a hipoxiz -
isquamiz que &l de & rata. En el gerbo, las neuronas de la region hilier y estristal
muygren muche mas répidamente que las céluias piramidales de CA1 sin embarge, de
manera inferesante, es necesaric un dafio més imporiante v de mavor duracién para

iniciar 'a muerte en neurchnas estriziales gque en neuronas del hipocampo. Esto
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represenia una discclacion entre factores gue inician el dafio y los involucrados en su

desarrolle { Kirino, 1982 1.

CARACTERISTICAS MORFCLOGICAS DE MUERTE CELULAR POR NECROSIS.

Al parecer existen tres formas de dafio gue pariicipan en la muerte celular por isquemia

{Lipton, 1899):

1. CAMBIOS CELULARES POR EDEMA O CELULAS PALIDAS (CCE;).

La principal caracteristica de los cambios celulares por edema es iz ausencia vy pérdida

de estruciura del citoplasma por el edemsa celular, que ccurre como resultado de (2

irreguiandad o perdida de la membrana plasmética vy en consecuencia por ia inhibicién

de la bomba Na™-K™-ATPasa. Ei citoplasma limpic implica pérdida da proteinas vy de ia

gstructura del citoesgueleto, el nicieo puede presentar un agrupamiento irregular de

cremating, lo que se denemna cromatolisis parifénica. { Kalimo, 1982 ).

2. CAMBIOS CELULARES ISQUEMICOS { CCi)

Esta etape conirasta con CCE, ya que le membrana plasmatica v la membrana nuciear
son muy iregulsres, debido a la contraccién celular, dande a ia céluiz una forma

trisngular {en 2 dimensiones), en el citoplasma se encuentran inciusionss citopidsmicas,
con algunas vacuclas grzndes (1-2 um didmelrs). existe también encogimienio ¥

oscurecimiento del nicles, el nucleolo adouiere iz apariencie de panal de abejes. La

coniraccion del citoplasmea es ocasionada por la proteclisis masiva v por disminucion del

volumen celular por la activacion de los canales K v Cl que favorecen iz salida de

agua y Na’ intracelular. Debide 2 que los cambios celulsres isQuemicos no aparecen

inmediatamente despugs de una isquemia compleiz prolongads, ¢ propone gue ses

necesaria la reperiusion para lz2 amplificacién v continuacién de la cascada lesiva.
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{Kalimo, 1982 ). En aigunzs ocasiones, las células isguémicas coexisten con células
edemaloszas de CA1 en modelos de isquemiz global en gerbos y ratas.

En microscopiz de iz, esiss células son intensamente sosincfilicas lo cual es
caracierisiico de esie sstadic morfoidgico.

3. CAMBIOS CELULARES HOMOGENEIZADOS / CELULAS FANTASHMA

En asiz stapa, el ciloplasma se encuenira encogido v aparsce fragmentado por
nequefias vasiculas vy cuerpos densos, perc sg manfiens como una estruciura
delimitada; s! nlicleo se encuentra encogido y oscure, con iz membransg fragmentada v
con un agrupamiento anormal de ia cromatina. La integridad nuclesar es manienida mas
fiempo que la inlegrided citopldsmica. Las céluias son pdlidas y pusden ser
eosinoiilicas, con apariencia de “fantasma”. Esle estadio generalmente sigue al de CCi,

v depende de iz incalizacion del drea cerebral v el iempoe de isquemia { Carciz, 1985 ).

3.- ANATCRIA DE CIRCULACION ARTERIAL DE CEREBRO DE GERBO

La susceptibilidad en la respuesta al dafio neurcldgics por figadura bilateral de ACC se
atribuye a una varianie en la anastomoesis de la clrculacion cerebral en gerboes (Levine v
Pavan, 1986). Los estudios histolégicos realizados en 1989 por Levine y Sohn habian

demostrado gue no existe comunicacion enire la circulacion carctidez y la verigbro-

Harrison {1875) en 10 espacimenas examinados reporit que en ninguno existia artaria
comunicante posierior. Levy an 1974, describié que Iz arteria basilar comunicaba con ia
circulacién carctidea en § especimenes g {ravés Jde ias arierizs cershsalosas superiores

o de oiros vasces de 3080 um de didmetro que cruzaban rostrelmente la superficie
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(Kafimo, 1982 ). En algunas ocasiones, las células isguémicas cosxisten con células
sdematosas de CA1 en modelos de isguemiz gicbal en gerbos v ratas.

En microscopia de luz, ssias células son intenszments sosinofilicas lo cual es
caracteristico de este estadio morfoidgico.

3 CAMBIOS CELULARES HOMOGENEIZADOS 7 CELULAS FANTASMA

En estz elaps, o ciioplasma se encuenira encegido vy aparece fragmentado por
pequefias vesiculas v cuerpos densos, pero s2 maniiens como una esiruciura
delimitada; e niclec se encuenirs encegido v oscure, con la membrans fragmentada y
con un agrupamienic ancrmal de la cromatina. La integridad nuclear es mantenida mas
tiempo gue lz integridad ciloplasmica. Las célules son pélidas v pusden ser
sosincfilicas, con apariencia de “fantasms”. Este estadio generalmente sigue al de CCH,

vy depende de la localizacién del drea cerebral v el tiempo de isquemia ( Garcia, 1995 ).

3.- ANATOMIA DE CIRCULACION ARTERIAL DE CEREBRO DE GERBO

La susceptibilidad an la respuesta al dafic neurciégico per ligadura bilateral de ACC se
stribuye a une veriante en le anastomosis de la circulacion cersbral en gerbos (Levine vy
Pavan, 1968). Los esiudios hisioldgicos reslizados en 1969 por Levine v Sohn habian
demosirado que no =axiste comunicacion enfre la circulacion carotides y la verisbro-
basiler. Kenneth en 1872, demosird la ausencia de arisrias comunicanies posteriores
en la base dal cerebro después de realizar inyeccién de iatex en el sistema arlerial.
Harrison (1873) en 10 especimenss examinados reporid gue en ninguno existia arteria
comunicanie posterior. Levy en 1874, describid que ia areria basiiar comunicaba con ia
circulacidn cerclidea en 6 sspecimenes a ravés de las arisrias cerebeiosas supsriores

o de ofros vasos de 30-80 um de didgmetro gue cruzaban rostralmentes la superficie
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veniral del mesencéfzio hacia sl hipotdlamo, uniéndose slguncs de esltos vases 2 la
arteria cerebral posterior. En un estudic realizado recienternente (Castro, 2001 } en 28
gerbos con oclusién v corte bilaterai de ACC se iogrd el paso dei material inyectadoe via
intracardiaca a ia circulacidn anterior por medio de psquefas arlerias, con diametro
entre 8.95 um v 11.35 pm, en el 30% de ios animales evaiuados, lo gue confirma la
varigcion anatdémica de la circulacion cerebral en este modeio.

En general, las arterias cardtidas comunes en los roedores, se originan del arco abrtico
en &l lado izouierde y & nivel del tronco braguiocefdlico en &l lado derecho. Se dividen 2
nivet del borde inferior de la glanduls tircidea en arteria cardtida exierna e interna. Las
arterias vertebrales se originan de arterias subclavias, entran al agujero de la sextia
vériebra cervical v corren por el canal transverse. La arteria basilar resulta de la fusidn
de dos arterias veriebrales v corre ventral 2 la superficie dei talic cerebral y provee de
riego sanguineo al talic cerebral v cerebelo. Lz arteria cerebelosa superior es parie de
Iz arborizacidn terminal de la arteria basilar.

En esios animales, la arteria cerebral posterior se origina en la arieria cardtida interna y
el nombre de arteria comunicante posterior se aplica a ia conexidn que existe enfre ia
arteria cerebral posterior v la arteria basilar o la arteria carebeiosa superior. En la ralg,
iz arteria cerebral posterior termina en un numero variable de ramas gue entran en una
red de anastomosis, |2 cual s encuenira dorsal o Iz superficie def colicule superior &
inferior (Scremin, 1995 }; mientras que en el gerbo no exisien esias conexiones ya gue
la arteria comunicante posierior es una variante que ha side descrita por slgunos
autores {(Maisuyama, 198%; Kusumoto, 1885 ) y en algunocs estudios, s& ha encontrado

presente solamente en edades menores 2 £ semanas {Figura 1.



SIGURA 1.- Ercéfaics con perfusién iniracardiaca con formaidehido al 4% e inyeccidn de linta.
1A.- Fotografia de cerebro de rate {Sprague Dawley) con circule antarial ceredral completo, donds
se chserva presencia de arterias comunicantes posteriores { flechas )

1B8.- Fotografia de cerebro de gerbo {Merones unguiculatus) con zusencia de arienas

comunicantes posteriores { asterisces ).

AD: ARTERIA BASILAR Ags: ARTERIA CEREBELOSA SUPERICR
Agn: ARTERIA COMUNICANTE POSTERIOR ACH: ARTERIA CEREBRAL MEDIA
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4.- ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL HiIPOCAMPO

Lz formacion hipocampal es un componente anatomice v funcional imporiante del SNC.
L2 informacitn concerniente = su organizacion celular v 2 sus conexionss inirinsecas se
origina de los estudios clésicos de Ramén y Cajal en 1911 y Lorente de No en 1833,
1934 {Amaral, 1998 ).

i término formacidn hipocampal comprende seis distintas regionss citoarguitectdnices,
incluyende e! giro dentado, hipocampe o Asta de Ammon, subicuium, presubiculum,
parasubjiculum, v corteza entorringl, la cual contiene dos ¢ mas subdivisionas. &}
subiculum, presubiculum y paresubiculum se pueden agrupar come compiejo subicular.

El hipocampo también puede ser dividido en dos regiones principales: una grande
oroximal y una pequefa distal. Ramon y Cajal famd a estas dos regicnes regidn inferior
y superior respectivamenie. La terminoiogia de lorente de NG, utilizade mas
cominmenie con la abreviaiura CA (Comu Aminonis), para dividir al hipocampo en
cuatro 4reas basade en su arguiteciura citologica y conexiones sinapicas,
dencminadas: CA3, CAZ v CA1, siende CA3 v CA2 equivaientes a la regidn inferior
CA1 & ia regién superior. Debide a las diferencias en Iz organizacion dendritica de las
células piramidales en diferentes partes de CA1 y CA3, lorsnie de NO utilizd

subdivisiones para esios campos en wres subdreas cada unc (CA3a, b, CAlab.c)

36
()

£ R
{Amaral, 188

: 3

La posicion tridimensions! de la formacién hipocampsa! en & cerebre de rala es
complejo, aparece como una estruciura grande y elongada, con su sje mayor
exiendiéndose en forma de © { Figura 24 ). Posse una corteze irlaminar a nivel del gire

dentado y def Asta de Ammon, pere en el subicuium hay una zona transicional hacia la

corteza neopalial de seis capas. En el Asta de Ammon se consideran ios siguisnies
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estratos a pariir de la superficie ventricular: e afveus, por donde cursan fibras aferentes
gue Hlegan al hipocampo de otras regiones, v eferentes que parten del mismo (axones
de cadlulas piramidales de! hipocampe), &l estrafo orens donde ademas de fibras
aferentes v eferenies, se halian céluias en canasta y ofras psquefias celulas de forma
variada cuyos axones se dirigen en su mayoria a los estratos més profundos; el estrato
de céluizs piramidales, que da origen & dendritas basales gue se distribuyen
horizontaimente por el estrato oriens y a una dendrita apical que se ramifica en los
astratos radiado v molecular situado mas profundamente. De ia base del soma parie sl
axén que despuds de cursar por el esfrafo oriens y el aiveus pasé a lg fimbrig v
nosteriormente al fomix que constituye ia principal via eferente del hipocampo; los
axones de las células piramidales dan ramas colaterales {colalerales de Schaeffer), que
nenetran al estrate lzcuncso-molecular donde hacen sinapsis con las dendritas apicales
de ofras células piramidales; el esirato radiado sigue & continuacion, en donde se
arborizan ias dendritss apicales de las célules piramidales; finalmente, el estrato
lacunoso-molecular gue es el mas profundo, contiene las ramificaciones terminales de
ias dendritas apicales de las células piramidales, interneuronas diseminadas y fibras
aue llegan al hipocampe { Scremin, 1995 ).

iLa fascia dentada o giro dentado tiene una estructura trilaminar, constituida por las

capas molecuiar o superficial, granular infermsdia y polimérfica profunda. Contiene
neurcnias de sx6n corio { Golgl tipe 1), cuyos axones v dendritas se distribuyen dentro
de la cape en gue estédn situadas. Algunas células de la capa piramidal dan origen 2
axcnes que ademis de emitir colaterales parz las neuronas de la capa polimdriica,

liegan hasts ef Asta de Ammon y en Su Curse se ponen en relacidn con las dendrites

apicales de las células piramidales en el esirato radiado; se les lama fibras musgosas
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por la gran cantidad de varicosidades gue presenian. Otros axones de las céiulas de la
capa granular llegan hasia el alveus parz incorporarse posteriormente 2 la fimbria.

El subiculo se continua lsteralments con la corteza del area entorrinal. Tiene una
estruciura quée representa lg fransicién de una corteza trilaminar en el hipocampo a una
disposicidn en seis capas en el area enlorrinal, poOr o que se e consideran varias
vartes. parasubiculo (contiguo a la corteza enforrinal), presubiculo, subiculo v
prosubiculo este ultimo separado del giro dentade por ia cisura hipocampal.

Lzs fibras aferentes llegan a! hipccampo a través de las viaes perforante y aivear gue
proceden en su mayor parte de la corteza entorinal v pasan por ef subiculo y el
parasubicuio respectivameante. Las fibras de la via perforante ferminan en el estraio
lacunoso-molecular v ias de la via alvear en el alveus v en el esirato oriens. Gran parie
de ias que Negan a! esirato lacunoso-molecular provienen de la corteza entorrinal del
lado opussto v alcanzan &l hipocampo pasande por la comisurs hipocampal, las que
terminan en ef alveus v en si esiratp oriens proceden dei area entorrinal del mismo lado.
Las formaciones hipocampicas de ambos lados, se relacionan por medio de fibras que
pasan por la ldmina terminal y forman parte de ia comisura anterior (Figura 2B).

Las complaias relaciones anatomicas del hipocampo sugisren que interviens en
variadas funciones en lag que pariicipan diferentes niveles neuronaies. Ha sido
implicade en funciones sensoriales, en la conducta emocicnal, en la regulacidn visceral
y endocrina, en los procesos de condicionamiento v aprendizaje v en ia crganizacién de

2 memoria (Amarai, 1895; Fernéndez, 1996 ; Giap, 2000).
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Figura 2.-

2B.- Hipocampo dorsal derecho

2C.- Provecciones hipccampales.
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5.- CONDICIONES PARA LA EVALUACION FARMACCOLOGICA EM MODELD

EXPERIMENTAL DE ISGUEMIA - REPERFUSION EN GERBOS.

rara evaluar el dafio neuronal por isquemia cerebral inducida experimentaimente v los
gfectos farmacolgicos para disminuiric © evitarlo, deben considerarse diferentes
variables como el mansjo del gerbo durante la induccidén anestésica, durante la cirugia y
durante el pericdo posioperatono, ademas de ia eleccidbn del anesiésico, liempo de
isquemia, método de oclusion arterizl, empleo de férmacos v dosis, al igual que las vias
de administracidn, la concentracion de oxigeno inspirada, la temperatura del cuarlo de
trabajo, & estado nutricicnal vy la temperatura corporal dei especimen, eic. (Ciifton,
1889).

las variables que infervienen en el periodo de administracién del farmaco son
principalimante: tiempo de viabilidad del tejido, duracion del dafio de isquemia { minfh },
reperfusidn espontanesz, esiado de la microcirculacion, dafos secundarios potenciales,
mecanismo farmacciégico de accién del tratamiento, vida media farmacocinética, y vida
media bioiégica (Ginsberg, 1989).

Ademas, la neurcproteccion involucra evidencia de beneficio en dafios histolégicos
agudos y cronices, eficaciz en especies girenceralicas, v en modelos de reperfusidn.
{Dormean, 1996). También debe considerarse que se reguiere un modelo animal en &l
cual aj-una arlera pueda ser ocluida de manerz reproducible, bi-la oclusidn vaesculer
resuite en cambios predecibles del fiujo sanguineo (isquemia focal o regional}, c)-el
método de ociusidn arterial pueds ser compatible son reperfusion subsecuente del
territorio de isquemia.

£s neceszria también, la consideracién de iz edad para los sstudics en modelos de

isquernia con gerbes, va que aigunos autores { Matsuyama, 1983;. Kusumoto, 1995 },
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nan descriic que @xdsle una mavor iolerancia para pericdos largos de isquemia, en
gerbos mencres a 5 semanas de edad, debido a gue presentan vVesos gue comunican
la circulacion anterior v posterior, los cuales, en edades posterioras ya no son gficientes

o no exsten.

5.1.- BASES DE LA NEURCPROTECCION

b

Los estudios experimentales en animales han proporcionade una detaliada descripcion
de los cambios que se producen en la morfologia neuronal, el FSC y el metabolismo
cerebral durante v después de le isguemia cerebral (Crockard, 1980; Astrup, 1882,
Hass, 1983; Bereckzi, 1988).

Restablecer e FSC no es suficiente para detener la cascada lesiva producida por
isquemia, a no ser que se realice de manera casi inmediata, debido & gue la reperfusion
se asocia a una serie de fendmenos nocivos gue también deben neutralizarse para
obtener el méaximo beneficic. Asi, es importanie el establecimiento de un fratamiento
oportunc para la inhibicidn farmacoldgica de ios mediadores del dafic por isquemia-
reperfusion { Diez-Teiedor, 1998; Planas, 1997; Basile, 1999: Brott, 2000; Clemens,
2000; Gozes, 2000; Lees, 2000; Chusa, 2001).

El intervalo de tiempo durante el cusl un farmaco neuroprotecior puede reducir o

impadir iz lesidn carebrai se denomina “ventana neuroprotectiora” (Pulsinell, 1988)

La estretegia terapéutica debe ser muliifactorisl, y combinar los sigulentes aspectos:

1. - Factor tiempo. inicio precoz dal fratamiento { Pulsinelli, 188%).

2. - Aumenio del FSC. { Matias-GCuiu, 1988 ).

2. -Blogueo ds ia cascada isguémica. Actuaimente, se esta prestando gran atencidn z la

posibilided de actuar sobre las alteraciones bioguimicas postisquémicas como la salida



30

de K+ de la célula, entrada de Ca?’, acumuio de 4cido lactico, formacién de radicale
libres, disminucién en la produccién de ATP, otc. { Ginsberg, 19952, 1995k; Broti, 2000;
Gagliardi, 200C; Chua, 2001).

Como consecusncia de o anterior surgid el concepto de neurcproteccion, definido comg

2l bioguao de estas aiteraciones pars evitar o refrasar la evolucion de la muerte celular

Las distintas sustancias propuestas como neurcprotectoras, sus probables mecanismos
de accidn, su efecto en distintos modelos experimentales v su ulilidad clinica han sido
objeto de numerosas revisiones ( Siesjd, 1921, Ginsberg, 19295g; Ginsberg, 1995k,
Michaleck, 1987; Zivin, 1987, Goldszmict, 1698; Hickenbotiom, 1988, Davis, 199%;
Devuyst, 1899; Richardson, 1989; Meartinez-Vila 1995, 1998, 1999, 2001, Lee, 2000 ).
Las principales orientaciones terapéutices en neurcproteccion en isquemis cersbrat v
las investigaciones con farmacos neuroproteciores se resumen en la Taebla 1 (Les,
2000).

Antagonistas def receptor N-metil D-aspariato (MMDA)

Los censles de csicio regulados a fravés de receplores son canzles ripidos v estén
activados fundamentaimente por glutamato. El complejo NMDA es un cangl de calcic
reguiado por receptor que contiene moduladores, que son los ugares de a gliciha v la

poligmina. {Martingz-Vila, 1998). Los farmacos con accidn iégomésﬂ;a de ios recentores
NMDA pueden ser competitivos © no combpetitivos.

Accion sobre los canales de caicio

Ss ha demcsirade gue ia alteracidn sn ia homsostasis de los iones Ca™* constituye uno

de los faciores deietérecs més importanies entre los procesos bloguimicos que llevan a

2 muenrie celular { Melvin, 1990; Asane, 1881 ).



Accién de los aminoécidos excitatorios sobre la toxicidad.

£n ia ditima décadz e! pepel de los AEE en Iz patcgeniz de lz muerte neuronal por
isouemia ceregbral focal o global ha adguirido un éntérés creciente. Esta idea ha sido
corroborada por la demostracion de que antegonizande iz transmision de ios AEE se
reduce el dafo cerebral (Ginsberg, 1995g; Chei, 1990 ).

De los distintos receplores postsingplicos de glutamato, e mejor caracierizado es &l
receptor NMDA, que regula la enirada de los iones calcio y sodio en la célula, y cuyo
papel en la excitotoxicidad es crucial (Ginsberg, 1995b; Lipton, 1894 ). Los receplores
AMPA v KA {receptores nc-NMDA), aungue menos estudiados parecen tener también
una funcidn imporiante en ia neuroproteccidn, de esia manera las posibilidades de
intervencién farmacoldgica en los receplores ionctrépices de! glutamatc son numerssas
{ Albers, 1989 ).

Antagonistas NDA no competitivos

El magnesio ern dosis zltas actia como vasodilatador enddgeno de ia circulacion
cerebral ¥ se comporta farmacolégicamenie como un antagonista no competitivo de ios
receptores NMDA. Su efecto neurcprotecior se ha demostrade on distintos modelos
experimentaies de isguemia cerabral { Miur, 1995 ).

Antioxidantes. Antagonistas de radicalas libres.

o

. . B . - b § LBim et 2 =%
La presencie de radicales libres parsce representar uno de ios faclores més importantes

L6))

de Iz ission cerebral durante ia reperfusién post-isquemica. Los radicales libres como el
hidroxilo {ef mas reactivo v t&xico de esias moléculas), ef perdxide de hidrégeno o a!
superdxido coniiensn un electrén no apareado en su Gitima &rbita v pusden originar ia
oxdidecion de diversos constituventes csiulares como lipidos, profeinas y dcidos

nucleicos (Schmidisy, 1980; Siesjd, 1288 }. La peroxidacién de las membranas lipidicas
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parece ser gl mecanismo primario a ravés del cual ios radicales libres lesionan el tefide

cersbral.
Agentes ierapéuticos que intervienen en uno o mas puntos de las cascadas

fisiopatoldgicas iniciadas por isquemia y reperfusidn, han sido bien identificados y otros

se encuentran en evaluacién preclinica y clinica (Fisher, 19942, 1994b).

TABLA 1. AGENTES TERAPEUTICOS EVALUADOS EN ISQUEMIA CEREBRAL.
LEE J M (2000} J CLIN INVEST 108(8) 723-731
CATEGORIA DEL NOMBRE MECANISMO DE ACCION
FARMACO
ANTAGONISTAS DE
GLUTAMATO YM8T2 ANTAGOMISTA AMPA

ZK-200775 (MPQX)

CGS 187SS(SELFOTEL) BLOQUEADOR COMPETITIVG

NMDA

APTIGANEL(CERESTAT)

DEXTROFAN

DEXTROMETORFAN

MAGNESIO

NPS 1506

REMACEMIDA

ACEA 1021 {LICOSTINEL) ANTAGOMISTA GLICINA

GV 450526

SL 82-0715{ELIPRODIL) ANTAGONISTA POLIAMINA:
AGONISTAS GABA CLOMETIAZOLE (ZENDRA} EXCITACION

¥ GLUTAMATO

ANTAGONISTAS CPIACECS NALMEFEME (CERVENE] Y GLUTAMATO
AGONISTAS SEROTONINA BAY X 3702 (REPINOTAN) o GLUTAMATO
ANTAGONISTAS CANALES E
DE CALCIC DEPENDIENTE
DE VOLTAJE NIMODIPING (NIMOTOP) % FLUJO DE Ca™
AGONISTA DE CANALES K+ | FLUNARIZINA (SIBELUSS FLUJC DE Ca®*
DEPENDIENTES DE VOLTAJE | BMS-204352 ¥
ANTAGONISTA CANALES Ne+ | FOSFENITOINA {CEREBRYX) _EXCITABILIDAD

Bwe1eCEe Y GLUTAMATO ¥
ATRAPADORES DE VRADICALES LIBRES
RADICALES MESILATO DE TIRILAZAD

EBSELEN
PRECURSOR DE CITICOLINA(CERANON) ESTABILIZARDDR DE
FOSFATIDILCOLINA MEMBRANA
FACTORES DE CRECIMIENTC | FACTOR CRECHAIENTO FIBROBLASTO]  ANTIAPGPTOSIS 7
INHIBIDOR DE ADHESION | ANTICUERPOS ANTIICAM LEUCOTROFISHO
LEUCOCITOS | HuzsFac
DESCONCCIDOS LUBELUZOL GLUTAMATO,

s OXIDO NITRICO
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5.2.- NEUROPROTECCION PROFILACTICA.

=l conceptc de neuroproteccion profildclica deriva de los resultadcs de animales
svaluados en modelos de isquemia. Las terapias neurcprotecloras aclttan directamente
sobre los efecios celulares, bioguimicos y metabdlicos del dafio producido por isquemia,
al disminuir el fiempo entre la administracién de agentes neuroprotectoras vy el evento
de isquemia en &l {ejidc cerebral { Cotirell, 1895, Dorman, 1896 }, por o gue el meior
intervalo de tiempo debe ser cero: esto es la neuroproteccidn profildctica. ( Jonas,
1985).

Los farmacos v sus posibles ascciaciones pueden inciuir desde los antagonistas de
caicic v antagonistas de radicales libres, hasie los aniagonistas de los recepiores

NMDA o de los receptores AMPA v los moduladores de los canales del sodio, entre

del tratarniento neuroprotecior { Martinez-Vila, 1995; 1996; 1998 ).

$.2.-ASDCIACION DE FARMACOS

Debidec a que son numercsos los mecanismos involucrados en el procese isquemice,
parece improbable que un solo farmace pueda iener un efecio neurcprotector maximo v
definitive, por lo gue es razonable supcner gue la combinacidn de varios farmacos

puece gjercer efectos sinérgicos ai bioguear vias metabdlicas diferentes.

En modelos experimantales de isquemia cerebral se han publicado resultados bensficos
con distintas asociaciones de farmacos y medidas neuroprotectoras: antagonista NMDA
v calcic antagonistas, sntagonistas no-NMDA v aniagonisitas MMDA, antagonistas
NMDA y agonista GABA-A, antagonisiz NMDA v aniagonista de receptores DA,

antagonista NMDA e nipctermia, ademés de olras crientaciones farmacolégices que
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conjugan dos o mas acciones neuroprotecioras como anticxidantss y antagonista no
competitive NMDA, calcio antagonistas y antioxidantes, calcic antagenista ¥ antagonisia

de la serotonina (Ginsberg, 1995).

3.~ FARMACOCINETICA DE NEUROPROTECTORES

E! stomidaic, 1(-1-fenileti)-1H-imidazol-5- acido carboxilico etil ester, es un potenie
hipnético barbitdrico de accidn corta, con propiedades anticonvulsivas. Algunos de ios
mecanismos por los cuales ! etomidaio reduce el dafic por isquemia pueden estar
relacionade con su habilidad para reducir el consumo metabdlico promedic de oxigeno
(35-50%) (Frizzell, 1991; Batjer, 1993; Hoffman, 1997, Levy, 1998 ), lo que sugiere que
esta reduccidn incrementa la toierancia de las neuronas a ia isquemis. Ademaés, el
atomidato disminuye la liberacion de aminoacidos excitatorios en el hipocampo { Smith,
1988), pero no en corteza cerebral (Patel, 1995), y atenla la pérdida de metaboiitos de
alta energia v la acumulacién de lactato durante Ia hipotension oligohémica en perros y
también durante ia isquemisa cerebral e hipoxemia en ratas. ( Miide, 1986; Smith, 1989:
Frizzell, 1991 ). Otros efectos sobre la cascade bioguimica isqguémica son por blogueo
de los canales de scdio { Frenkel, 1998 } y potasio ( Friedsrich, 1887 ).

Por este motivo, el stomidato ha sido descrito v evaliiado como agente nauroprotector
{Mantz, 1999; Hans, 2000; Warner, 2000 ).

Estudios realizados en modelos de isquemia focal en ratas { Sano, 1993 ), concluyen
gue el stomidato administradeo previo al evento isquémico reduce ¢l dafio 2 esfructuras

cerabraies.
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£n gerbos se ha evaluado de manera terapeutica fa sobrevida v el dafic neuroldgico de
mansra comparativa con éter, tiopental v etomidato, en un modelo con v sin ligadura
bilateral de arterias carotidas { Hermans 1983 ).

El inicic de accidn de su efecto es de 1 minufc después de la administracion
intravenosa la duracion de su efecto corresponde a 3-10 minutos vy su periodo de
igiencia s de 30-60 segundos {Levron, 1980C; Polis, 1987). Las dosis de elomidato
descrita en la literatura (Smith, 1989; Frizzell, 1891, Koorn, 1984; Patel, 1995 ) de 0.6

mgkg™" corresponde a la dptima para los efectos neuroprotectores evaivados,

6.2.- SULFATO DE MAGNESIO

El magnesio es un catién muy importante en ¢! organismo. Es esencial en la integridad
de la membrana y en ia produccién y funcién de ATP, asi como en la formacién v
sintesis de ATPasa, de cofactores como fa CoA vy pirofosfato de tiamina, ademas de que
regula ia glicolisis dei cicloc de Krebs. Actlia como cofactor fisiclégico en la bomba sodio-
potasic de la membrana de las células musculares. Deprime &l SNC al inhibir iz
iiberacidon de acetiicolina vy bloquear la fransmisién neuromuscular periférica. Poses
ademas un ieve efecto diurdtice v vasodilatader. In witro protege del dafio andxico
poraue inhibe iz liberacién de neurotransmisores por biogueo de la transmision
sinaptica ( Kass, y cols. 1988; Marincy, ¥ cols. 1898; Mcinstosh, v cols. 1889).

Sus efectos citoproteciorss, de manera dosis dependiente, han sido comprobados por
diversos sstudios ( Vink, 1990; Muir, 1985; Marinov, v cols. 1996; Heath: 1997: Muir,
1988a; Mulr, 1998b; Heath 1998; Sirin, 1998; Heath, 198%a; Heath, 1998b; Lang, 2000 ;

Yangn, 2000 ) donde se ha demostrade los beneficios de la adminisiracidn sistémics de

magnesio en modelos experimentaies de isquemiz cerebral focal, isquemia de meédula
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espinal y dafio iraumatico cerebral. Nishiki y cols. (1285) administrd suifato de magnssio
via iniraperitoneal previc & un everto de isquemia experimental gioval en ratas, v
demosird que el magnesio es un polente neurcprotector in vive o gue comprueba que
existe una f{ransporie active de magnesio dentre del cerebro depués de su
adminisiracidén sisitémice; en gerbos no ha side esvaluado como neuroprotecior.
Aportaciones de Sjostrom v Wester (1884) confirman que tal transporie ocurre, sin
embargo, muchos de ics mecanismos subyacenies de ciioproteccion gue bloguean
canales & inhiben la liberacion de aminoacidos excitatorios en la isquemia focal, 2in no
han sido descritos completamente. Los mecanismes de accién del sulfato de magnesio
volucran principalmente: bioqueo de recepiores NMDA,; biocquec de canaies de calicio
dependientes de voltaje; inhibicidn de la peroxidacion lipidica, inhibicion de la fiberacion
de neurotransmisores excitatorios y vasodiiaiacion cerebrat {(Hoffman, 1984, Hallak v
cols. 1996; Marinov v cols. 1996, Chahal v cols. 1988; Hallak, 1998; Suzer, 1999 ).

Después de su adminisiracién parenteral, 2l inicic de su accidn es casi inmediato,

siendo efective durante 30 minutos. En ratas, la dosis de nauroproteccion de suifato de

magnesio es de 30 mg/kg { Heath, v Vink 1997, Mcintosh v cols. 1989).

8.3.- METIL_PREDNISOLONA

iLa metiiprednisclona es un glucocoriicoide sintélice cue se villizd iniciaimente por su
aclividad aniiinflametoria v & disminucidn de la actividad mineralocorticoide. Produce
una modificacién a nivel enzimatico, inhibiendo los fendmenos  inflamatorios tisulares:

dilaiacién capilar, edema, migracidn de leucocites, sic. Antagoniza la histamina v la

liberacién de quininas. Suprime parte de la respussta inmunitaria al producir finfopeniz,
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dismirucidn de inmunoglobulinas, de complemento, v del volumen vy actividad del
sistema linfatico (McGraw, 1974; Hall, 1992) .

Es un atrapadoer de radicales libres de oxigeno, transformandolos en oxigeno molecular.
inhibe la peroxidacién lipidica, ia lipolisis ¥ mantiene el flujo sanguineo tisular, inhibe la
acumulacién intracelular de Ca*, la excitabilidad v transmisién sinéptica neuronales. En
sstudios ex vivo preserva la actividad Na+, K+-ATPasa y AMPc (Hall, 1992). Se ha
demostrado selectividad de la metilprednisolona en las neurcnas de iz region CA1 del
mipocampe (Braughler, v Mark 1985; Chen, 1996). Sus mecanismos de accién son
principalmente:  inhibicidon de peroxidacion lipidica; inhibicidon de hidrolisis lipidica y
formacidn de eicosanocides; mantenimiento del fiujo sanguineo tisuiar, mantenimiento de
metabolismo energético aerobico; disminucién de los niveles de Cg®* intraceiular;
mejoria de ia excitabilidad neurcnal v de la transmisién sinaptica, por preservacion de ia
funcion de la bomba Na+, K+-ATPasa (Palmer, 1985, Hall, 1892, ).

Las dosis aceptadas para terapias neuroprotectoras, evaluadas en diversas aspecies
corresponden & 15-30 mgl/kg (Braughler, v Mark 1985, Hal, 1982). La vida media
piasmatica corresponde a 2.4 - 3.3 horas después de su adminisiracion; la vida media
siologica es de 12 a 36 horas. Enire 40 v 80% de metlilpredniscions se une 2 proteinas
plasmalicas (Hell, 1992). Su efscic mé&dimo ocurre a ics 30 minulos de su
administracion y su accidn es dosis dependienie { Bracken, 1984; Braughier, 1985

Braughier, 1986; Short, 2000 ).
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Figure 3.- MECANISMOS DE ACCION DE NEUROQPROTECTORES

Las principales accionss neurcprotectoras de los farmacos svaluados corresponden &
antagonizar los efectos deletéreos iniciados por ia isguemia v potenciados por 12
resperfusion, como la entrada masiva de calcic a la célula ai bloguear ios canales de!
recepetor NMDA v mantener €l potencial de membrana en s casc del sulfato de
magnesic; metilprednisolona tiene imporiantes acciones en g mantenimiento de fa
sermeabilidad de membrana e inhibicién de la peroxidacion lipida, y el elomidato acita
principaimente como biogueador de canales de sodio v antagonismo de la liberacidn de
AAE vy particuiarmenie atenda el metabolismo anaerobico zi reducir e consumo
metabolico de oxigenc de las neuronas vy la perdida de metabolitos de ailta energia.

RADICALES
LIBRES
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conjugan dos o mas acciones neuroprotectoras como antioxidantes ¥ antagonista no
competitivo NMDA, caicio entagonisias y antioxidantss, calcio antagonista y aniagonisia

de ia serotonina (Ginsberg, 1985).

5.- FARMACOQOCINETICA DE NEURCPROTECTORES

8.1.- ETOMIDATC

£l etomidato, 1(-1-feniletil)-1H-imidazol-5- &cido carboxilico etil ester, es un ootente
hipnético barbitGrico de accién corte, con propiedades anticonvulsivas. Alguncs de los
mecanismos por los cuales el etomidato reduce el dafic por isquemia pueden estar
relacionado con su habilidad para reducir el consumo metabdlice promedic de oxigenc
(35-50%) (Frizzell, 1991, Batjer, 1993, Hoffman, 1897, Levy, 1998 ), io que sugiere gue
esta reduccién incrementz la ‘olerancia de las neuronas a ia isqguemia. Ademas, el
etomidato disminuye la liberacién de aminocacidos excitatorios en el hipocampo ( Smith,
1889), pero no en corteza cerebrai (Patel, 1995), y atenGa la pérdida de metabolitos de
alta energia v la acumulacién de lactato durante la hipotension oligohémica en perros y
también duranie la iscuemia cerebral @ hipoxemia en ratas. { Milde, 1986; Smith, 1989;
Frizzell, 1991 ). Otros efectos sobre la cascada bioguimica isquémica son por bloqueo
de ios canales de sodio { Frenkel, 1998 ) v polasio { Friederich, 1987 ).

Por este motive, el stomidato ha sido descrito y evaiuado como agent

o
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(Mantz, 1999; Hans, 2000; Warner, 2000 ).
Estugios reglizados en modeios de isguemia focal en ratas { Sano, 1993 ), concluyen
que gl etomidato administrado previc al evenic isguémico reduce el dafio a estruciuras

cerebraies.
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7.- JUSTIFICACION

1 os farmacos neurcprotectores investigades actualmente en monoterapias intervienen
sélo en algunas etapas de la cascada isquemics, Io cual no es suficients para proteger
al suieto con compromise vascular-cerabral y disminuir la presentacion de secuelas por
dafio al tejido nerviosc. Es posible gue la asociacion de algunos de estos agentes con
mecanismos de accién diferentes, puedan iener actividad sinérgica, por lo que la
exploracién de esta posibilidad en modeios experimentales de isquemia-reperfusion

debe realizarse.

8.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

., La administracién de un tratamiento profilactico con asociacién de stomidato, suifat
de magnesio y metiiprednisclona en un modelo de isquemia-reperfusion preservara un
mayor nimerc de neuronas de la capa piramidal de las dreas CAT y CA3 de hipocampo

dorzal que la administracion sisiada?



7.- JUSTIFICACION

Los farmacos neuroprotectores investigados actualmente en monoteraplas intervienen
sdlo en zigunas stapas de la cascada isquemica, ic cual no es suficiente para proteger
a2t sujelc con compromiso vascular-cerebral y disminuir ia presentacion de secuelas por
dafic al tejido nervicso. Es posible que la asociacién de alguncs de eslos agenies con
mecanismos de accion diferentes, puedan tener actividad sinérgica, por o que la
exploracién de esta posibilidad en modelos experimentales de isquemia-reperfusion

debe reslizarse.

8.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, La administracién de un tratamiento profilactico con asociacién de etomidato, suifatc
de magnesic v metilprednisclona en un modsic de isquemia-reperfusion preservara un
mayor nimero de neuronas de ia capa piramidal de las dreas CA1 y CA3 de hipecampo

dorsal cue lz administracion aislada?
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8.- HIPCTESIS

1- Durante la lesién al {ejido nerviosc por isguemia v reperiusién se aclivan una serie de
eventos que favorecen la excitoxicidad v la formacion de especies reactivas de oxigeno,
algunos de los cuales pueden ser blogueados por diversos farmacos.

Si iz administracién profilactica de stomidato, sulfato de magnesio y metiipredniscicona
en un esquema terapedtico aislado inhibe diversos pasos de la cascada isquémica,
enionces:

La administracién asociads de estos farmacos preservara un mayor numerc de
neuronas piramidales en las dreas CA1 vy CA3 de hipocampo dorsal de gerbos

sometidos a isguemia y reperfusion gue i administracion aisiada.

10.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar el tratamiento profilactico con suifaio de magnesio, stomidato v
matilprednisciona sobre el numero de neuronas piramidales viables en areas CAT v

CA3 de hipocampoe dorsal de gerbos sometidos a isguemia - reperfusion.
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8.- HIPOTESIS

1- Durante ia iesién al tejido nervicso por isquemia y reperfusion se activan una serie de
evenios que favorecen la excitoxicidad y la formacion de especies reactivas de oxigeno,
algunos de los cuales pueden ser bloqueados por diversos farmacos.

Si la administracién profilactica de etomidato, sulfaic de magnesio y metiiprednisoiong
en un esquema terapedtico aislado inhibe diversos pascs de la cascada isquémica,
entonceas:

La administracidn asociada de estos farmacos preservard un mayor numerc de
neuronas piramidales en ias adreas CA1 y CA3 de hipocampo dorsal e gerbos

sometidos a isguemia y reperfusién que la administracién aislada.

10.- OB

JETIVOS
OBJETIVO GENERAL.

Evaluar y comparar el tratamiento profildctico con sulfatc de magnesio, etomidato y
metilprednisolona sobre i nimero de neuronas piramidales viables en dreas CA1 v

CA3 de hivocampo dorsal de gerbos sometidos a isguemia - reperfusion.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar el ntmero de neuronas piramidales viables de las dreas CA1 y CAZ en
nipocampe dorsal de gerbos de grupo (estigo negativo (sin manipulacidn quirlrgica);
testigo poesitive ( con isquemia - reperfusion sin tratamiento orofilactico) v de grupo

sham { procedimiento quirGrgico simuiade ) en un modelo de isguemia — reperiusion.

2. Cuantificar el nimero de neuronas piramidales viabies des las areas CA{ v CA3 en
hipocampo dorsal de gerbos sometidos 2 un fratamienio profilactico con etomidato,

metilprednisolona v suifato de magnesio en un modelo de isguemia — reperfusion.

3. Cuantificar el nimerc de neuronas piramidaies viables de las éreas CAT y CA3 en
hipocampo dorsal de gerbos sometidos a un tratamiento profiléctico con etomidato y
sulfato de magnasio; etomidato v metilprednisolona; metiiprednisolona y sulfato de

magnesio en un modelo de isquemia - reperfusion.
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11.- MATERIAL Y METCDO

11.1.- POBLACION Y TAMANQO DE LA MUESTRA

POBLACION OBJETIVO: Gerbos Meriones unguiculaius

MUESTRA: Gerbos machos aduitos de 70-80 g .

TAMANC DE LA MUESTRA:

Se utitizaron un fotal de 56 gerbos: 7 para el grupo control, 7 para el grupo sham y 7

para cada grupo experimental.

14.2.-CUIDADOS GENERALES

condiciones v libre acceso al agua y alimento.

11.3.- DISENO GENERAL
Los animaies fueron sometidos a oclusidn carctidea bilateral compieta con clamps para

aneurisma. Los farmacos en estudio se administraron de manera previa a la oclusion de

ias ACC, de acuerdo a ios tiempos determinados. Todos los animales se mantuviercn

an las mismas condiciones posioperaiorias inmediaias v tardias (acceso & agus ¥

alimento). E! dia de ia oclusién carotidez se considerd & dia cero del ssguimienio.

Durante el procedimiento, la temperatura corporal de ios animales se mantuvo mediante

s

un cojin elécirico, en un range de 37° = 0.5° , posteriorments, se reguid con un

sisiema de iluminacion elécirica. Todos los animales fueron observados clinicamenie

]

nasta g dia 7, cuando se sacrificaron para estudic morfoldgico { ver esguema de

i

distribucion de grupos).
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ESCUEMA DE DISTRIBUCION DE GRUPOS
ISQUEMIA SHAM
Al=7
N=7
ETOMIDATO ETOMIDATO
N=7 ' METILPRED
55 GERBOCS =7
MACHOS
SULFATO DE7080g S MAGNESIO
MAGNESIO METILPRED |
N=7 N=7 1
METILPRED ETOMIDATO
N=7 S MAGNESIO
N= 7

11.4.- CRITERICS DE SELECCION

tNCLUSION: Gerbos sometidos a isguemia experimeniai-reperfusidn en quienes se
logre:

- Verificacion de la oclusion de arterias cardlidas por visuaiizacién directa de ausenciz
de flujo sanguineo 2! microscopio quirdrgice.

- Verificacién adecuada de reperfusidn (arteria cardtida comin permeable con flujo
sanguineo evidenie a través del microscopio).

- Sobrevida de 7 dias



11.5.- PROCEDIMIENTGS

14.5.2- ADMINISTRACION DE FARMACOS:

| os farmaces diluidos en solucidn fisioldgica { 0.9% de NaCl ) se administraron por via
intraperitoneal, en dosis Gnica, previa asepsia y antisapsia del érea, mediante jeringa de
insulina.

METILPREDNISOLONA: Lioflizado para solucién inyectabie. Succionsto de
metilprednisolona, egquivalente a 500 mg de MP, vehicuio 8 mi. Clave 478 del instituto
Mexicano del Seguro Sccial. Se administré 80 minutos previos al evento isquémico a
dosis de 30 mg. / kg.

SULFATO DE MAGNESIO Solucién inyectable 10 mi, sulfato de magnesic 1.0 gm,
sguivalente 2 magnesic 0.1 mEg, sulfato 0.1 mEqg, agua inyecteble c.b.p 10 mi. Clave
3629 del Instituto Mexicano del Seguro Social. Se adminisird 30 minutcs previos a dosis

de 3C mg / kg.

ETOMIDATO: Solucién inyectable. Etomidato 20 g. ampolieta de 10 mi. Clave 243 del
Instituto Mexicano del Seguro Social. Se administré 10 minutos previos a la cirugia a

dosis de 0.6 mg / kg.

11.8.b. - OCLUSION DE ARTERIAS CARCTIDAS

Los snimales fueron anestesiados con pentcbarbital stdico (25 mofkg, L), v se
colocaron en decibito dorsal con hiperexiension del cuello. Posterior a la tricotomia, se
realizd unz incisién en la linea medie, desde el manubrio esternal al promonterio piloso
de ia barbille disecando las estructuras glendulares, para finalmenie separar i0s
siementos musculares gue forman el tridnguio carotides, e identificar iz vaina que

envuelve las arterias cardtidas, v colocar clamp para ansurisma (40 g de presién} en
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ambas arierias cardlidas. Después de 20 minulos de isquemis, los cClamps fueron
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suturada en dos pianos con proleng 5-0 (Figura 4)
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Figura 4.- Técnica de diseccion para oclusidn de arterias cardlidas comunes

A.- Diseccidn de ssiruciuras gianduleres, para separar ios slementos musculares que
forman &l triangulo carotidec.
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41.5.¢.- CUIDADOS POSOPERATORICS

Los gerbos se mantuvieron en recuperacion durante un pericdo de 4 noras de
observacién clinica, o hasta gque despertaran de l2 anestesia; todos los grupos
recibieron el mismo fipo de elimentacidn y agus ad libifum, v cuidados generales,
colocandose en cajas de piso sdlido y tapa removible de reja con came de aserrin

astéril.

14.5.d.- OBTENCION DEL TEJIDO Y PREPARACION HISTOLOGICA

Después de 7 dias de sobrevida, bajo anestesia con pentebarbital sddico (25 mgikg,
L), los gerbos se sometieron 2 perfusion intracardiaca mediante toracotomia y {avado
infusion por veniricule izguierde (aun en actividad cardiaca ) con sclucién salina NaCl
0.9% {40 mi) durante 10 minuics, seguido de paraformaldehide al 4% en amortiguador
de fosfatos pH 7.4, 0.1 M (40 mi) durante 10 minutos para la fijacién directa del tejico
cerebrai. Una vez obtenidos los cerebros, se fijgron en la misma solucidon de
peraformaidenhido durante siete dias més. Subsecuentemente, los tejidos fueron
sometidos a! siguiente procedimientc { Luna 1380 ).

1.- Deshidratacion en alcoholes ascendentes { alcohol etilico 70%, 80 %, 96% vy alcohol
absoluto, 30 minuics en cada uno ),

2.- Aclaracién en dos bafios de xilene { media hora cada unc)

3.- Colocacidn en parafina hisiclégica (MERCK) a 57° C durante 4 noras v
posteriorments inclusion en moldes ( Parsflex ) dsigndose enfriar g 4°C.

Los biogues conteniendc los cerebros fueron cortades paraleiamente ai plano corenai,
en secciones de 20 um de espesor, con un microlomo rotor (American Oplical

Company) hastz localizar Iz zona de inicio de hipocampo dorsal { Amaral, 1995 ), a
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vartir de ese momenio, se realizaron cortes seriados de 9um de espesor. L0os cories
seleccionados se colocaron en un bafic de fiotacién con sgua & 45°C con 0.5 g de
gelatina bactericiégica por cada litro, v después se colocaron sobre laminillas de vicrio
convencionales para ser tefiidas con vicleta de cresilo (MERCK) mediante técnica de

Niss! para su estudic morfométrico.

11.5.e.- METODO DE NISSL { PARA CORTES

DE PARAFINA )
Modificada por C. Avendafio (1899) Universidad Autdncma de Madnid. Espafia.
SCLUCION
Violeta de Cresiio {Merck) al 1% en agua
Alcohol adicicnadc de acido acético:
80 cc. De aicohol de 96°
4 gotas de 2cido acético
TECNICA
Desparafinar con xileno ( minimo 15 minutos )
Paso por aicohocles de 96°, 80° vy 70° & minutos cada unc
Agua destilada (5 minutos)
Vicleta de Crasilo (en fric) &l 1% (10 minutos)
Agua destilada (15 minuics;
Pasc en alccho! 70° (30 seg)
Pasc por alcohol 88° (S minutos)
Alicohol 96° adicionado de &cido acético hasta quedar diferenciaco
Aicchol abscluto (5 minutos)

Xiteno v cubrir con resina histolégica Entellan (MERCK),
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11.8.- METODOS DE ANALISIS

14.6.a.- ANALISIS HISTOLOGICD

CUANTIFICACION NEURONAL CON MICRCSCOPIA DE LUZ.

Para el conteo de células se utilizaron 5 cortes corenales por animel, por cada grupo. La
dalimitacién de cada érea se realizé de scuerdo a criterios establecidos { Blackstac,
1858; Boss, 1987, West, 1881).

Inicialmente se obtuvieron fotografias del hipocampo a una amplificaidn de 4X, para
delimitar el 4rea de estudio (Figura §), posteriormente con ayuda de un microscopio
monitcrizado v un analizador de imagenes con programa image Data Base V 4.01 a una
magnificacién de 400 X, se realizé conteo celuler en forma ciega en cada hemisferio en
sectores de 500 um de iongitud en todo el espesor de la capa piramidal para las areas
CA1 vy CA3.

El criterio para incluir una neurcna como viable, se dstermind como la uniformidad
morfoldgica: contorno de la membrana celular bien definide, sin areas rotas, cifopiasma

claro, sin pérdida de estructura, nuclec central, ovalado ¢ redondo.

11.8.b.- METODO ESTARISTICO

Se realizd estadistica descriptiva; para calcular promedios, porcentajes y elaborar
graficas de barras. Los resuliados de las evaluaciones se sometieron a pruebas de
normalided. La probabilided de demosirar diferencias entre los grupos se determind

como p< 0.05.
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11.8.c.- CONSIDERACIONES ETICAS DEL USO DE ANMALES EN
EXPERIMENTACION BIOMEDICA.

El presente proyecto fue aprobado para su realizacion por ef Comité Local ds
Investigacion del Hospital de Especiatidades “ Dr. Bernarde Sepdliveda &7 de Centro
Médico Nacional Siglo X04, del institutc Mexicano del Segure Social. Todos los
procedimientos  realizados fueron apegados & los Reglamenios Y normas
Institucionales, Normas Oficiales Meaxicanas para: produccion, ciudado y uso de
animales de laboratorio ( PROY-NOM-062-ZO0-1992 ), reporte de resultados de
pruebas y andlisis de forma clara y sin ambigliedades ( NOM-003- ZO0-1894), sacrificic
humanitario de animales { NOM-033-Z00-1895) y Titulo séptimo de iz Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud para la utilizacion de animales de

investigacién.
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12- RESULTADQOS

12.%.- Anélisis estadistico

£l analisis de normalidad demosiré que ios datos en cada grupo presentaron una
distribucién anormal, por este motivo, las comparaciones entre los diferenies grupos se
realizaron mediante prugbas nc paramétricas Kruskal-Wallis seguidas de una prueba

post hoc Student Newman Keuls, con un programa estadistico Sigma Stat.

12.2.- Analisis morfologico

Fi dafio histolégico adopté patrones variables. En los animales sin tratamiento, la
apariencia histologica del hipocampo se carecterizd por la presencia Ge neuronas
“fantasma” y células retraidas vy oscuras, siternadas con células consideradas viables
(Figura 8B,C; 8D-F). Se encontraron zonas de espacios vacios en el parénquima del
hipocampe oue coincidieron con dreas de refraccion celular { BAB ), ademas del
aspecto esponjoso en el estrato radiado ( 8B-E ), posiblemente como consecuencia del
edema de las prolongaciones neuronales y de zonas de retaccion.

E! sromedio de células en 500 um en los grupos de isquemia fue de 59.26 * 0.67 para
CA1vy de 34.5 x 3.88 pars CA3, para e! grupo sham, en CA1 se contaron 70.30 = 12.1
y 80.56 + 10.5 en CAS (Tabla 2).

En CAY los grupcs Que preseniaron mayor preservacién neurcnal fueron en orden de
importancia MP +SM > MP > ETC > ETC+MP con una diferencia sstadisticamente
significativa (p< 0.05). Los grupos gue recibieron SM y ETO+SHM, tuvieron un nimero
promedic de sobrevida de neurcnas de 2.79 y 2.30 respectivamente, conira 59.2¢ del

grupo de isguemia sin tratamiente (Figuras 7, 9. Grafica 1, Tabla 2).
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Para CAS, e mayor beneficio sobre la preservacidn de céluias se encontré en MP >
ETO > ETO + MP > MP + SM > ETO + SM (p<0.05). £l grupc de SM presentd una
reduccidn en el nimero de celulas de £% comparado con el grupc de isquemia (Figura

8, 10. Grafica 2, Tabla 2}



En las figuras 7 y 8 se muestran respectivamente las folomicrografias de éreas CA1 y
CA3 de hipocampo dorsal de gerbos evaluados con administracion profilactica aislada
de farmacos.

Los grupes gue presentarcn preservacion de la morfologia neuronal, correspondieron
para CA1, ETO y MP. En el grupo de MP se observa mejor preservacion de células v de
ia arquitectura del neuropilo, el grupo de ETO presentz aspecio esponjosc del estraio
radiado v celulas con cambios por edema con algunos espacios vacios {asteriscos). El
grupo de SM presentd mayor dafio de la citoarquitectura piramidal comparado con ef
grupo sin tratamiento (isquemia). Se cbserva desintegracidn del estrato piramidal. El
dafio celular aparece como zonas oscuras (cabeza de flechas), rodeadas de espacios
vacios {asterisco).

En el area CAS3, ia administracidn de MP preservé mejor la morfologia neuronal, debido
a que s enconird menor evidencia de cambios isguémicos comparado con el grupo de
ETO que fue el siguienie mas efective. El grupo de SM ocasiond mayor beneficio gue
en &érgz CA1, sin embarge hube presencia de nsuronas con aspecto "fantasma”

(flechas) rodeadas de espacios vacios.
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NUMERQC DE CELULAS VIVAS EN AREA CA1 DE HIPOCAMPO DORSAL
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GRAFICA 1. Promedios, D.E. Kruskai-Wallls, N= 7 por grupo. * p< 5.05

La grafica 1 muesira los promedios de neurcnas piramidaies viables en drea CA1 de
hipccampo dorsal de los grupos evaluados. La mejor respuesta comparada con ef grupo
de isguemia, se obluve con la ascciacidn MP+SM con un promedio de 74.2 £ 17.54
células en 500 um de longitud, seguidc de MP con 72.04 = 10.42 células v ETO con
7141 £ 14.38. Nc se encontrd diferencia significative de la respuesis al tratamiento
entre ETO y ETO + MP, siendo ambas administraciones igual de efectivas. Sobresale el
efectc negativo de SM y ETO+SM, las cuales ccasionaron un dafic mas severo en esta
area que el grupo ne tratado. El grupo ETC y ETC + MP mostraron un porcentaje del

T

S SN
e el

=
st BEes]
£ auznenu

= b mamamay tnalm ad D o - 0F o e
snam, Seguias e MIP Con 2.4% por an

o
contec y MP+ SM con un aumento de 5% comparado con el de simulacion quirdrgica.
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MUMERC DE CELULAS VIVAS EN AREA CAZ DE HIPOCAMFO DORSAL
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CRAFICA 2. Promedios, D.E. Kruskal-Wallis, N= 7 por grupo. * p< 0.05

La gréfica 2 muesira el nimere de neuronas piramidales en 500 um ds longitud del area
CA3 de hipocampo dorsal de gerbos evaluados. La mejor respuesta comparada contra
gl grupo e isquemia sin tralamiento fue lz administracidn de MP { 51.90 = 1.88),
seguido de ETO {482 £ 8.34). Las sscciaciones ETO+MP v SM +MP fuercon tan
sfectivas como la administracion ETO+SM. En este caso, la respuests del
pretratamiento con SM ocasiond un dafio similar ai de! grupo no tratade. En ninguno de
ios casos los farmacos administrados resultaron en una mejoria significativa comparada
con &l grupo sham.
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FIGURA 10C. Folomicrografias de luz de hipocampo dorsal de gerbos area ©
dias despues de la lesién por isquemia-reperfusidn, Vicleta de cresiio. 400x
Bamra t om = 14 um
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Las figuras 8 y 10 representan fotomicrografias de dreas CA1 y CA3 respectivamente
de hipocampo dorsal de gerbos sometidos a evaluacién profiléctica con asociaciones de
farmacos.

Para CA1, la asociacién SM+MP conservd mejor la morfologia neuronal, i grupo dge
ETO+MP presentd en el esirato radiade aspecio ssponjosc v algunas zonas de
refraccion celular (asterisco). La asociacion de ETO+SM, resulté en destruccion
completa de la capa piramidal.

En CA3 SM+MP conserve la morfologia piramidal de manera mas gvidente, ETO+MP
no logré disminuir el dafio por cambios isquémices v el edema celuiar {fiechas). La

asociacién ETO+SM no demostrd mejor efecto que las ofras asociaciones.



FIGURA & . Folomicrografias de iuz de neuronas diramidales con fingion de violslz da cresiio de
hipocampo dorsal de gerbos con isquemia sin trafamiento. 1000 X

A.- Células apoploticas de CA1, con cambios en &l patrdn nuciear, v "apariencia fantasma”
{flechas) B.-La flecha sefiala un area vacia por contraccidon celular, rodeada de neuronas con
cambios isquémicos v ofras con cambios por edema. Observese el aspecic esponjoso dsi

neuropilo. .- Céluias de CA3 con cambics isguémicos, se encuentra unz célufa con
desplazamisnto de! nlleo v nuclecplasma vacuolado (flecha). D v E.- Cambios isquémicos con
aspecto imsguler de l2 membrana plasmetica por contraccion (flgchas) se encuentra & misme
natrén esponiose del estrato radiade. F.--Cambios celulares homogeneizados en CA2 (fechas)
algunas células con aspscto edematoso se encuentran rodeadas de célules con contraccién v

S302CI08 VECIoS.
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FiGURA 8. Fotomicrografias de luz de hipocampe dorsal de gerbos area CA3,
7 gias despues de iz lesidn nor isguemia-reperfusion. Viclete de cresile. 400x
Barra tcm~= 14 ym



GRUPD CAY CA3

SHAM 70.30 + 12.1 80.56 + 10.5
ISQUERMIA 5G6.26 + 9.67 34,5+ 3.88
ETOMIDATO 7141+ 14.39% 48.2 + 9.34%
SULFATO DE MAGNESIO 278+ 2.81 328+ 8.49
METILPREDNISOLONA 72.04 % 10427 5160+ 11.88%
ETOMIDATO 70.91+ 5.48° 466 + 7.627
METILPREDNISOLONA

ETOMIDATO SULFATD DE 230+ 1.48 418+ 8.3%
MAGNESIO

METILPREDNISOLONA 7423+ 17.54% 4580+ 11.81%
SULFATO DE MAGNESIO

i

con respecto al grupo de isquemia.

Los valores reperesentan promedios + D E. Kruskal-Wailis, N= 7 por grupo. © p < 0.05
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13.- DISCUSION

Lz lesion neuronal por isquemia-reperfusion, 88 ocasionada por diversos mecanismos
celulares iniciados por la isquemia v que se incrementan durante la recirculacion
(Makamura, 1999;lronside, 2000; Neumar; Uhl, 2000 ). Lz iniensidad de la lesidn
depende de dos variables: la reduccidn del flujo sanguingo v ¢l tiempe de isquemia
{Araid, 1888 ). Esto ocasiona inicialmenie aumenio de calcio intracelular, gue
condiciona la activacion de enzimas y amplifican el dafio; exciiotoxicidad, ia cual es
mediada por scbreestimulacidon de receptores de glutamato (NMDA) vy llevan a
despolarizacién andxica de ia célula y la formacidn de especies reactivas de axigeno, 2
sartir de la aheracién en &l reciclado de proiones en ia mitocondria, que condiciona
acidosis intracelular por desviacién hacia el metabolismo anaerobio.

Hace casi dos décadas se plantearcn los primeros intenios para reducir los dafics por ia
lesidn isquémica por intervencidn a nivel celular (Crockard, 1980; Astrup, 1982; Hass,
1983 }, perc no ha sido hasta los Gitimos afics, en gue estas posibilidades terapediicas
han pasado & ser expectativas reales de tratamienio. Esta actitud terapeliica ha tenido
como base los avances en s conocimiento de los complejos mecanismos
fisiopatoldgicos involucrados en g isguemia cerebrai, el desarrolle de nuevos farmacos
y la necesidad de un inicic precoz del tratamiento. Los diversos agentes que previenen

iz prograsion

@
),
e
€y
1]
|
D
.
[V)]
w3t
[}

interviniendo en mas de un punic de 2 cascada
isguemica, se conocen como neuroproteciores.o citoprotectores {Matias-Guiu, 1888).

Estudios 2n animales experimentzales han proporcicnade una descripcién detallads de
los cambics gue se producen en el FSC v en el metabolismo durante v después de la

isguemia cerebrai, asi como avaluacidn de medidas israpeltices (Wisbwers, 1990;

Zivin, 1990; Smali, 2000}.
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Globalmenie considerados, los resultados de més de 8C0 ensayos clinicos, con méas de
30 sustencias con potencial capacidad neurcprotectore investigadas ¢ en fase de
estudio, hasta la feche, deben considerarse como negativos; si bien existen matices ¢
aspecios parcialas, o analisis post hoc, que pueden indicar algin tipe de beneficio
{Mostacers, 1999; Lee, 2000), la efectividad clinica de algunas de sstas esirategias no
ha sidoc comprobada por haber side abandonadas debido a sus sfecics adversos sobre

sus efectos baneficos.

Una variedad de antagonistas competitvos y no compelitives de la NMDA,
bloqueadores de la liberacidn de AAE, como glulamaio, asi como inhibidores de Iz
entrada de Ca™", v afrapadores de radicaies libres, se ha desarrciiado vy probado en
modelos animales,. {Ginsberg, 1995a, 1995b; Brott, 2000, Gagliardi, 2000; Chua, 2001).
La MP ha sido uillizada como iratamiento protecior en modeios de iesion de méduia
aspinal de rata, en isguemia cercbral en ratas y en gerbos (McGraw, 1974, Hall, 1982).
En la clinica se emplea principaimente para disminuir el edema cerebral. Basicamente
sus mecanismos de accion inhiben la peroxidacion lipidica v la acumuiacion de calcio
intracelular v tambien se ha relacionado con reduccién de procescs inflamatorios
(Behrmann, 1984}, lo gue explica en nussiros resuitados la meicr preservacion de la
micrfoiogia neurcnat.

i.a dosis reportada como proteciora en modelos de isgiemia cerebral en rata es de 30
mg / kg administrados 2 diferenies fiempos a lg oclusion arterial. Existe un reporte que
demuestra la preservacion ex vivo de ia bomba Na-K-ATPasa en un estudioc en gerbos
zon 10 minutos de oclusion de ACC y administracién de la dosis descriia, 3¢ minuios
antes de producirse lz isquemiza { Palmer, 1983}, v evaluacionses realizadas en modelo

de gerbos con 15 minutos de isquemis, con 7 dias de scbravida con adminisiracion de
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MP a dosis de 80 mg / kg, 30 minutos antes y 2 horas despues del evento, han
reporiado maycr perdida neuronzl en CA1 en comparacién con gerbos nc tratados.Ctro
astudio { Braughier, 1988) ha reporiado recuperacién neurclogica en un modelo de
cclusion unitateral de ACC con dosis de 60 mg / kg i.p, 10 minutos antes de ia lesion, lo
cual no pueds ser considerado como dato relevanie, debido al conocimiento que se
tiene de la diversa morfologia de ia circulacion arierial de la base de cerebre v la
oresencia de arerias comunicanies posteriores de manera varianie gue no permiten el
iogro de una isquemia constante en estos animales.

En los grupos evzluados en esta tesis, la MP preserva mesjor la morfologia neuronal,
guiza la preservacion de las bombas de membrana ¥ en consecuencia de la
nomeostasis celular sean causa de este resuliado, el cual es concluyente los reporics
descritos anteriormente. Ademas, a diferencia del grupo de Braugler, se reaiizd oclusion
bilateral, o que permile caracterizar mejor 2 accidn protectora del farmacoe, lo cual no
puede concluirse en ese estudio.

el ETO, clinicamente utilizado como anestesico y agente neurcprotector, su mecanismo
de accidén propuesto es atraves de la disminucion de la aclividag neuronal, o cuai
suprime &l metabolismo de oxigene y glucosa cerebral { Evans, 1878)

Se ha reportadc que reduce es dafic hisiologico en hipocampe, en modelos de
isquemia cerebral an ratz 2 dosis de 0.5 mg / kg 7 " min' . {Patel, 1995). En gerbos se
ha evaiuado solo ia recuperacion neurciogica en un modelo con v sin ligaura de ACC,
comparando etomidalo con ticpental v éter { Hermans, 1283).

Los resultado de este trabajo, pueden compararse con o reportado en iz literatura,
debide 2 que la dosis empleads, presenta en la svaiuacicn morfoicgica meior

preservacion de ias celulas z pesar de cue no se realizd una evaluacion de la
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recuperacion nsurclogica como en el modele de Hermans, se tiene la constante de una
oclusién bilateral en fodos ios cascs, o gus permite concluir &l efecto neuroprotactor de
este farmaco.

Los efeclos citoproieciores del sulfato de magnesic, han sido comprobados por diversos
estudios en modelos experimeniales de isquemia cereoral focal, isquemia de médula
espinai, y dafio traumatico cerebral (Marinov, 1998; Heath, 1998s; Heath, 199%b; Lang,
2000 ; Yangn, 2000 ). Como antageonisia no competitive del NMDA con efectos
neuroorotectores, se ha evaluado 2 diferenies dosis en adminisiracion parenteral 3¢ min
antes o 3C min después de producirse ia iesidn. Sin embargo, los resultados de los
gsiudics ne son conciuyentes, ya que exisien reportes tanto de proteccién come de no
proteccion, con diferentes tiempos de administracién y dosis ( Sameshima, 1988, 2001).
En gerbos, esie farmaco no ha sido sevaluado, asi gue posiblemente las dosis v los
efectos descritos no deben esperarse que sean ios reporiades en ofros modelos.

Sin embargoe, existen consideraciones gue son concluyentes con respectc al tratamiento
con SM: 1).- su administracién antes de [a hipoxia o isquemia es neuroprotectora, 2).- la
preservacién neuronal se limita & la corteza cerebral v 3).- con &l tratamiento posterior &
la isquemia aumenta ia perdida neuronal en la cocrieza cerebral e hipocamps. Otros

estudios cescriben que la administracién de dosis mencres a 30 mg / kg sumeniz &l

En este irabajo se demuestra que las evaluaciones en este modelo no son comparables
con ofros estudios, ya que la dosis protecioras de SM administrada en modelos de
isguemia cerebral en ratas, no produce los mismos resultados en ol gerbo, porgue
incrementa el dafio, principaimente en el area CA1 donde destruye ia capa piramidal.

Lcs resuiiados demuestran gue los farmacos evaluados en este modslo ofrecen uns
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accion protectora, dicha respuesta se encontrd en los grupos de MP +SM, MP, ETC,
ETO+MP, la cual fue diferente para CA1 y CAZ, debido posiblemente a ung diferencia
en la densidad de receptores glutamatergicos, ia cual se han reportado con mayor
poblacién para CA1, contraric a CA3 donde Iz mayor densidad de recepiores
corresponde a AMPA, resulizndo de esta manera, més beneficio con la asociacién de
farmacos en CA1. La administracion de SM v SM+ETO en CA1 fue deletéres, no asi en
el area CA3, donde el efecio de SM fue igual al occasionado en el grupo sin tratamiento
vy la asociacion SM+ ETO fue igual de efectiva que en el grupe de ETO+MP.

Lo anterior indica una accién de blogueo de zaigunas etapas de la cascada isquémica
por lg administracion de farmacos v il vez, una potenciacion de sus efscios
orotectores, como en €l casc de ETO+SM en CA3, donde se enconiro mayor
preservacion de ceiulas, comparado con la administracion aisiada de SM, esto debido a
gus sus mecanismoes de accidn son basicamente sobre los principales iniciadores v
nerpetuadores dei dafic por isguemia cerebral ( Figura 3)

Tambien puede describirse gue exisien diferentes respuestas 2 la isguemia vy la accion
de ios farmacos en cada greza del hinocampo.

Un efectc morfolégice encontrade en ios grupes MP, ETO+MP v SM+MP, fue un menor
numero de celulas con cambios isguemicos en iodas las areas evaluadas; no asi en ios
grupos de SM v ETO, donde se encontraron todavia cambios por ia isguemia en &
estrato radiado y en la morfologia neuronal, v en &l casc de SM fueron adn mas
severcs. Alguncs repories de la literaiura mencionan que a dosis menores a las
descritas como neuroportectoras, gl SM no es capaz de inhibir la peroxidacion lipidica(],
y en dosis mayoras, ocasiona hiperglicemia gue favorece atin mas ol dafici neuronsal ().

Sin embarge, el porcentaje de 20% en Iz sobrevida de neurcnas con los tratamienios
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svaluados, no representa e} beneficio deseado, pero ofrece ia opcidn de utilizar agentes
farmacologicos de uso clinico, con accion neuroproteciora, ¥ que pueden ser asociados
para potenciar su efectividad en iz prevencidn © disminucion de lesiones por
compromiscs vasculares cerebrales.

Ademas. los mecanismos de accidn y efectos secundarios de estas sustancias son
conccidos v esio representa una veniaje sobre ofros disefios gue no han tenido
resultados positivos en ia clinica.

E! tiempo utilizade de 20 minutos de isquemia y 7 dias de sobrevida se establecio en un
modelc previo para conocer los cambics por isquemia-reperfusion en esta region del
cerebro de gerbo ¥ se comprobd gque los animales evaluados presentaban dafios
severos por isquemia, lo gue no ha sido consideradc por otros autores.

Los resultados obtenidos no son conciuyentes con otros autores, ya que el modelo
ampleado para la evealuacion de esios farmacos tiene la caracteristica de las variaciones
en la morfologia de la circulacion cerebral, ic que posiblemente represente un aspecic
determinante en la respuesta a la accién de los farmacos.

En este rebajo se demussira en forma cuantitativa y con estudios morfologicos de
microcopia de iuz, el efecte de MP, ETC Y SM en la preservacion de neuronas
niramidales de hipocampo dorsal.

Ademés, demusstra que, 2l menos en este modsio ol SM a la dosis reporiadas por

€D

otros aufores, no es nauroprotector para & CA1 de hipocampe dorsal de gerbos. Se
oresenia también el beneficio de la asociacidn de farmacos en cast iodos los grupos

evaluados, io gus apoya la hipotesis iniciaimente propuesia para ests rabajo.
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14.- CONCLUSIONES

1.- Existe una lesion diferente en cada sector det hipocampe dorsal, en respuesta 2 ia
isguemia-reperfusion.

2.- La respuesta z la accion de los farmacos es diferenie para cada seclor del

hipocampo.

H

3.-Las dosis reportadas de SM como protectoras en ofros modslos, no son benéficas en
la isguemia cerebral en gerbos.
4.- La asociacién de farmacos en lg mayoriz de los grupos evaluados resulta en

disminucion del dafio por isquemia.

15.- PERSPECTIVAS A FUTURD

1.- Conocer si ia respuesta al dafio por isguemia-reperfusion es diferente en otros
tiempos de sobrevida.

Z2.- EBEvaluar si los resuliados obienidos en este ifrabajo son mejores cuando &l
irafamienio se inicia después de los eventos de isquemia-reperfusidn

3.- Conccer si existe una relacién del efecto de la neuroproteccion en el hipocampo
dorsal con ia recuperacion de conducta.

4.- Evaluar ef sulfato de magnesio para conocer la dosis de neurcproteccion en esie

modeloc.

Para ia realizacidon de este provecio se obtuvo Tinanciamiento del Fondo para &l
romentc de la invesligacién Médice de Centre Medico Nacional Sigic 204! de! Instituto

Mexicano del Seguro Social. Financiamienic Niumero FP-0038-739.
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14.- CONCLUSIONES

1.- Bxiste una lesion diferente en cada secler del hipocampo dorsal, en respussta a la
isquemia-reperiusion.

2~ La respuesta a ia zccion de les farmacos es diferente para cada seclor dal
hipocampo.

3.-Las dosis reporiadas de SM como protectoras en ciros modelos, nc son benéficas en
‘a isguemia cerabral en gerbos.

4.- La asociacion de farmacos en a2 mayoria de los grupos evaluados resulta en

disminucién del dafic por isquemia.

15.- PERSPECTIVAS A FUTURO

1.- Conocer si la respuesta gl dafic por isquemig-reperfusion es diferente en olros
fiempos de sobrevida.

2.- Evaluar si los resultados obtenidos en este trabajo son mejores cuandc el
fratamiento se inicia después de ios evenios de isquemia-reperiusion

3.- Conocer si existe una relacidn de! efecte de 2 neuroproteccidn en el hipocampo
dorsal con ia recuperacion de conducta.

4 - Evaiuar ¢l sulfato de magnesio para conocer la dosis de neuroproteccion en ssie

modeic.

Para la realizacidn de este provecic se obluve financiamienic del Fondo para el
Fomenio de la Invesligacion Médica de Centro Medico Nacional Siglo XX dei institulc

Mexicanoe del Seguro Social. Financiamiento Numere FP-0038-738.
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