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1. RESUMEN

El cerebro es susceptible de sufrir dafio por diversas causas; por ejemplo, en
procesos como las enfermedades neurodegenerativas, la epilepsia, el cancer o en
eventos como la isquemia y el traumatismo craneoencefalico (TCE). En estos
ultimos dos casos, se activan respuestas que inducen muerte neuronal y dafo
cerebral, pero también respuestas de neuroprotecciéon que intentan mantener la
integridad y funcionalidad del cerebro. En este trabajo nos enfocamos en los
mecanismos de neuroproteccion en el TCE. Se sabe que posterior a un evento de
este tipo, y dependiendo de su magnitud, se desencadenan procesos fisicos como
ruptura y desgarre de cuero cabelludo y fractura del craneo, asimismo fenbmenos
bioquimicos como la llamada crisis metabdlica asociada a la liberacion de
neurotransmisores excitadores como el glutamato. Tal aumento de glutamato
provoca una entrada masiva de Ca®* en las neuronas, la activacion de proteasas,
lipasas, la sintasa de 6xido nitrico y endonucleasas, la produccién de radicales
libres y potencialmente necrosis y/o apoptosis. En este proceso, los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA juegan un papel critico en el dafio, por lo que han sido
uno de los blancos terapéuticos para aminorar los efectos del TCE. Se sabe
también que en este tipo de dafio se activan mecanismos dirigidos a la
neuroproteccion del tejido.

Nuestro grupo ha demostrado previamente que la recuperacion luego de un TCE
depende de la hora del dia en que se produjo el evento. Para explicar este
hallazgo, proponemos que el sistema glutamatérgico posee un comportamiento
ciclico, es decir, sigue un ritmo, tanto en la expresion de sus receptores,
concretamente el receptor tipo NMDA, como en los niveles de glutamato en el
espacio intracelular. La existencia de fluctuaciones a lo largo del dia en estos
componentes del sistema modularia el proceso de excitotoxicidad que sigue al
TCE vy por lo tanto actuaria como proceso neuroprotector.

Por lo anterior, en este estudio nos centramos en explorar la expresion del
receptor NMDA, asi como la liberaciéon de glutamato a lo largo del dia. Los
resultados presentados muestran que efectivamente, ambos varian a lo largo del
dia en la corteza cerebral de la rata. Por un lado, el receptor NMDA tiene una
mayor expresion durante las horas del dia y menor durante la noche, mientras
que los niveles de glutamato tienen un comportamiento opuesto; hay mas
glutamato durante las horas de la noche y menos durante las horas de luz. Lo que
podria estar mostrando un comportamiento de regulacién a la alta y a la baja del
receptor NMDA. Estos resultados explicarian los datos de mortalidad y conducta
que muestran que la severidad del dafo ante un TCE y su recuperacion varian de
acuerdo con la hora del dia en que se produce el evento.

Por otra parte, nuestros analisis de microdialisis, arrojaron resultados interesantes
con respecto a los niveles de varios aminoacidos, los cuales tienen importancia en
la neuroproteccion luego de un TCE.

Desde el punto de vista terapéutico, los resultados de este trabajo son importantes
para enfocar estrategias que incrementen la neuroproteccion, tomando en cuenta
la hora del dia en que se llevo a cabo el TCE.



2. ABSTRACT

The brain is susceptible of damage by several causes, including
neurodegenerative diseases, epilepsy, cancer, and events such as ischemia and
traumatic brain injury (TBI). Particularly in TBI, the injury induces both, neuronal
death and brain damage, but protective responses that tend to maintain the
integrity and functionality of the brain are also activated by the injury. It is known
that during TBI, and depending on its magnitude, an increase in the release of
excitatory neurotransmitters such as glutamate occurs, causing a massive influx of
Ca”" into neurons, together with activation of proteases, lipases, nitric oxide
synthase and endonucleases, free radical production, and potentially necrosis and
/or apoptosis.

After a TBI a response known as excitotoxicity, is activated. The cause of this
response is by over-activation of NMDA glutamate receptors. The magnitude of
this event determines to a large extent the secondary damage after a TBI.

Previous work from our group has documented that the recovery after damage by
TBI depends on the time of day of the traumatic event.

This study is focused on the excitotoxicity phase of the lesion analyzing the
daytime expression of glutamate receptor NMDA, and the release of glutamate
neurotransmitter throughout the day. The results presented here show that both,
glutamate release and the expression of NMDA receptor, fluctuate throughout the
day. These findings are in agreement with the results on mortality and behavior,
which show that damage and recovery from TBI vary according to the time of day
when this event occurs. Also, present results suggest that the day time variations
in the glutamatergic system, and therefore the excitotoxicity process, cause a
differential magnitude of brain damage.

Finally, it is important to mention that important variations during the day in the
levels of amino acids, such as GABA, glycine, aspartate, phenylalanine, tyrosine
and the so-called branched were detected by microdialysis, which are important in
various brain functions and are markers of damage by TBI.

From a therapeutical point of view, these results are important in designing
strategies to increase the neuroprotection, regarding the time of day when TBI
presents.



3. INTRODUCCION

Cuando ocurre una lesién en el cerebro, se activan dos tipos de mecanismos que
se contraponen: unos que generan mas dafio y otros que generan proteccion. El
balance final entre ambos procesos es lo que determinara el grado de la lesién
(Leker y Shohami, 2002). Los mecanismos que se oponen al dafio se engloban en
el concepto de neuroproteccion y pueden clasificarse en endégenos, que son los
que desencadena el propio organismo (Levin y Peeples, 2008), y los exdgenos
que se refieren a las estrategias farmacoldgicas, fisicas o quirurgicas etc. que se
aplican para delimitar el dafo final (Jain, 2011).

Para estudiar este evento, se han desarrollado diversos modelos los cuales han
permitido la recreacién en condiciones controladas y estandarizadas (Cernak,
2005). Nuestro grupo estudia los mecanismos de neuroproteccion utilizando un
modelo experimental de traumatismo craneoencefalico (TCE) del tipo “closed head
injury” 'y particularmente del tipo “weight drop model’” o por caida de peso
(Marmarou y cols., 1994; Prieto y cols., 2009).

Actualmente el TCE es un problema de salud relevante, con una afectacion de
mas de un millén de personas al afio tanto en Estados Unidos como en Europa
(McAllister, 2011). En México, aunque no hay datos precisos, si se puede ubicar al
TCE como una de las cuatro primeras causas de muerte (SINAIS, 2013). Ademas,
en esos paises, los costos de rehabilitacion para la poblacion que ha sufrido un
TCE se estiman en aproximadamente 2000 millones de doélares anuales (Mc
Allister, 2011). En México no hay una cifra concreta, pero se puede inferir de datos
del SINAIS un gasto aproximado de entre 1000 y 1500 millones de pesos anuales
(SINAIS, s f).

En cuanto a la fisiopatologia del TCE, inicialmente se genera una cascada de
eventos fisicos como la ruptura del cuero cabelludo, del craneo, de la barrera
hematoencefalica, de los vasos sanguineos y de la propia masa encefalica (El
Sayed y cols., 2008; Alves, 2014). Esto ultimo provoca disrupcion del citoesqueleto
neuronal y dafo axonal difuso. También hay cambios a nivel molecular,
interrupcién del transporte axonal, desequilibrio idénico y liberacion de
neurotransmisores. Dentro de este ultimo evento, la liberacidn excesiva de
glutamato es relevante, ya que activa a sus receptores como los NMDA, que
inducen un aumento en la excitabilidad neuronal, asi como un incremento en la
concentracion interna de calcio, lo que a su vez provoca la generacién de
radicales libres de oxigeno citoplasmicos y mitocondriales (Tewari y cols., 2014).
Ademas se activan proteasas (Rovegno y cols., 2012) y consecuentemente, se
presentan necrosis y/o apoptosis (Gamal-Hadam, 2005).

La liberacion excesiva de glutamato y los cambios que ésta genera se conocen
como excitotoxicidad que junto con la inflamacion, son de los mas importantes en
la generacién de dafo al cerebro, por lo que su conocimiento es fundamental para
desarrollar estrategias que los limiten, y asi restringir el dafio post-TCE (Dirgnal y
cols., 2003).

En nuestro laboratorio, el estudio del TCE nos ha permitido reportar datos
relevantes sobre la neuroproteccion; por ejemplo, hemos documentado que la
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susceptibilidad y, por lo tanto, la recuperacion ante un TCE presentan una
variacion diurna (Martinez-Vargas y cols., 2006; Morales-Gomez y cols., 2010).
Parametros como la mortalidad, el peso corporal a las 24 horas post-TCE vy la
ejecucion de una escala neuroconductual (Bederson y cols., 1986; Desland y cols.,
2014) muestran que los sujetos experimentales, cuyo dafo se induce en horas de
obscuridad, tienen una mejor recuperacion en comparaciéon con aquellos en los
que el daino se induce en horas de luz (Martinez y cols., 2006; Morales-Gomez y
cols., 2010). Estamos interesados en estudiar el mecanismo que subyace a este
fendmeno.

Una posible explicacion de este fendmeno es que el sistema glutamatérgico, en su
conjunto o en alguno de sus componentes, tenga una variacién diurna. Existen
varios antecedentes en la literatura que muestran que los sistemas de
neurotransmision pueden presentar variaciones diurnas. Un ejemplo clasico de
esto es la variacion diurna del receptor (B-adrenérgico en la glandula pineal
(Romero y cols., 1975; Carter, 1993). La glandula pineal es uno de los osciladores
internos por excelencia, por lo que no sorprende esta variacion; sin embargo,
existen antecedentes de variaciones ritmicas de sistemas de neurotransmisores
en otros sitios del cerebro. Por ejemplo, se ha descrito que, en estructuras como el
puente, el estriado y el nucleo acumbens, existe una variacion diurna en la
liberacion de GABA (Duvilansky y cols., 2003; Castafieda y cols., 2004).

Para el caso especifico del sistema glutamatérgico, ademas de variaciones en el
nucleo supraquiasmatico, reloj maestro del organismo (Glass y cols., 1993), no
hay reportes de variaciones ritmicas en otros sitios del cerebro, salvo una
referencia a las variaciones del transportador VGLUT en corteza cerebral (Darna y
cols., 2009) y la variacién en la expresion del receptor AMPA en bulbo olfatorio, el
cual también es considerado un oscilador circadiano (Corthell y cols., 2012;
Vilches y cols., 2014).

Por otra parte, el analisis por microdialisis mostrd resultados interesantes en
cuanto al nivel de aminoacidos que funcionan como neurotransmisores tales como
GABA, aspartato, glicina, alanina y el precursor de glutamato y GABA, la
glutamina, que presentan variaciones durante las 24 horas.

Otro resultado obtenido y de importancia, es el perfil en los niveles de fenilalanina
y tirosina durante las 24 horas. Estos aminoacidos son importantes para la
formacion de catecolaminas, las que a su vez cumplen funciones importantes a
nivel cerebral (Fernstrom,1990).

Recientemente se ha documentado que los niveles de leucina, isoleucina y valina,
llamados aminoacidos de cadena ramificada (BCAA), se modifican luego de un
TCE. Estas mediciones se han llevado a cabo tanto en plasma como en
hipocampo en humanos y en modelos animales (Cole y cols., 2010, Jeter y cols.,
2013)

Conocer la variacién diurna del sistema glutamatérgico y de varios aminoacidos a
nivel cerebral, es de utilidad en el desarrollo de terapias mas precisas para
atender a un paciente con TCE.



4, ANTECEDENTES
41 EL TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO (TCE)

Para poder realizar cualquier investigacion es necesario contar con un marco
tedrico adecuado, el cual debe quedar patente cuando se define de manera
precisa y clara el tema de estudio. En este sentido, definir el TCE es fundamental
ya que a partir de ahi podemos centrar las investigaciones correspondientes, la
fisiopatologia, los efectos secundarios y las posibles alternativas de
neuroproteccion, entre otros.

Mas aun, en clinica es fundamental conocer lo que implica un TCE, dado que en
los ultimos anos las causas que provocan un evento de este tipo han aumentado y
un mal diagnostico puede tener consecuencias graves (Ruff y cols., 2009).

El TCE se define como “una alteracion en la funcién cerebral u otra evidencia de
patologia cerebral causada por una fuerza externa” (Menon y cols., 2010). Es
importante hacer algunas precisiones sobre esta definicién general; una alteraciéon
en la funcion cerebral se refiere a la disminucion o pérdida de la conciencia, que
puede acompanarse con pérdida de memoria para eventos inmediatamente
anteriores al TCE (amnesia) o después de la lesion (amnesia postraumatica).

Otro aspecto a considerar es la aparicion de deficiencias neurolégicas como
debilidad, pérdida de equilibrio, vision, paralisis / paralisis de la dispraxia, afasia
sensorial, etc. Ademas, el TCE también puede inducir alteraciones en el estado
mental como confusion, desorientacion, retraso en el pensamiento, etc.

Es conveniente resaltar que estas evidencias deben apoyarse en estudios
visuales, radiolégicos y de laboratorio para confirmar el dafio al cerebro, para no
confundir el diagndstico de TCE con los efectos de dolores crénicos, shocks, la
ingesta de alcohol o el consumo de drogas (Menon y cols., 2010).

La parte de la definicién que refiere a las ‘fuerzas externas’, incluye el golpe en la
cabeza por un objeto, asi como cuando el cerebro es sometido a aceleracion y
desaceleraciéon, cuando hay penetracion de un objeto o bien cuando hay fuerzas
generadas por eventos externos como en una explosién u otras fuerzas aun por
definir (Project. NINDS, 2010).

Hay que aclarar que la definicion de Menon, es la que se acepta de manera
general. Sin embargo, en clinica suele definirse al TCE como la energia aplicada
sobre el craneo y su contenido dando como resultado la lesién de sus estructuras
(Bakay y Glauser, 1983).

Clasificacion del TCE. Actualmente se maneja el TCE en categorias de leve,
moderado y severo, desplazando a las definiciones de conmocion o concusion
(pérdida de la conciencia de corta duracion y sin alteraciones neuroanatémicas y
dafio neuroldgico) y a la de contusion (pérdida prolongada de la conciencia con
signos neurologicos anormales y lesion anatomica del encéfalo). Esto fue
establecido en los trabajos de Strich (1961) y Oppenheimer (1968) en la
Universidad de Oxford, quienes fueron pioneros en la investigacién a nivel basico
del TCE.



Asi, la gravedad de la lesidon cerebral traumatica se clasifica a menudo utilizando
la Escala de Coma de Glasgow (ver figura 1) que lo califica grave o severo cuando
el paciente obtiene un puntaje de 8 o menor; como moderado si la puntuacion esta
entre 9y 12; y, como leve cuando la puntuacion esta entre 13 y 15. Vale la pena
sefalar que los TCE clasificados como leves pueden asociarse con un deterioro
significativo, invalidez y morbilidad a largo plazo. La lesién cerebral traumatica que
amerita hospitalizacion se asocia con un aumento del riesgo de epilepsia,
depresion, deterioro cognitivo y muerte (ABC del traumatismo craneoencefalico,
Colegio ABC de medicina de emergencia y reanimacion, 2018).

A

Figura 1. Escala de Glasgow. En la parte A para adultos; en la parte B para nifios de 3 a 36 meses.
Tomada de Slideshare.net.

4.2 EPIDEMIOLOGIA DEL TCE

El TCE representa un importante problema de salud publica en México y en todo
el mundo. En Europa hay una incidencia promedio de aproximadamente 235 por
cada 100,000 habitantes, con un rango de 150 a 300/100,000 por afo
(Tanglianferri y cols., 2006). En algunos paises las estadisticas al respecto son
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muy certeras. Por ejemplo, en Noruega hay un centro de referencia de trauma en
donde recientemente se llevd a cabo un estudio multicéntrico que potencialmente
puede abarcar a toda la poblacién, para explorar la incidencia de admisiones
hospitalarias por TCE severo. El estudio involucra tanto poblaciéon rural como
urbana y concluye con datos muy precisos de incidencia por edad, género y causa
de TCE (Andelic y cols., 2012). También en Escocia (Shivaji y cols., 2014), Irlanda
(Collins y cols., 2013) y Espafia (Ferreros y cols., 2012).

Por lo que respecta a Norteamérica, concretamente en Estados Unidos, también
existen estadisticas muy precisas acerca de la incidencia de TCE. El Centro de
Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) de Atlanta en su reporte
de morbilidad y mortalidad semanal de julio del 2013, destacé que durante 2009
hubo alrededor de 2 millones y medio de personas que se hospitalizaron o
murieron como consecuencia de un TCE y recientemente reporta que 5 millones
sufren secuelas relacionadas a TCE. Otro dato importante son las cifras en cuanto
al costo que representa para el sistema de salud estadounidense, la incidencia del
TCE. Tan solo para el 2010, el gasto fue de 76.5 mil millones de ddlares entre el
costo directo e indirecto (Centers for Disease Control and Prevention, 2013).

En el caso de Latinoamérica, son pocas las publicaciones sobre TCE, destacan
estudios sobre monitoreo de pacientes con TCE en los que se vigila la presion
intracraneal (Chesnut y cols., 2012. Carney y cols., 2012) en Argentina, Colombia
y Ecuador. Asimismo existe un estudio en Cuba que abarca 5 anos, pero que es
muy limitado (Quintanal-Cordero y cols., 2006), por lo que no hay reportes de
estudios retrospectivos ni prospectivos del tema.

La prevalencia de la discapacidad después de la hospitalizacion por TCE es
especialmente alta en los distintos paises de donde se obtienen datos. Es por esto
que una mejor comprension de la epidemiologia del TCE se vuelve importante,
sobre todo para paises como México en donde, de acuerdo con el Sistema
Nacional de Informacién en Salud (SINAIS) consultado en octubre 2016, el TCE es
la tercera causa de muerte en la poblacién, con 35,567 defunciones que incluyen
circunstancias violentas y accidentes representando una mortalidad de 38.8 por
cada 100 mil habitantes. En relacion a la incidencia por género, los datos
muestran que son mas los casos de TCE en el varén en una proporcién de 3:1.
También, se reporté que afecta principalmente a la poblacion con edades entre 15
a 45 anos. Entre las causas mas comunes de TCE se encuentran los accidentes
de trafico con un 75% aproximadamente, afectando mas a los jovenes menores de
25 anos, motociclistas y conductores en estado de ebriedad (Epidemiologia,
Sistema de Vigilancia epidemioldgica, SSA 2008). Los datos anteriores muestran
que el TCE es un problema grave de salud publica en eso radica la importancia de
contar con datos precisos de su incidencia, de manera puedan implementarse
acciones preventivas y abordar este problema con tratamientos adecuados, asi
como planear estrategias de investigacion efectivas.



4.3 LA NEUROPROTECCION

El término neuroproteccion es relativamente reciente. En los afios cincuenta del S.
XX es cuando se publica por primera vez informacion que califica a la vitamina E
como una sustancia neuroprotectora,(Oggioni, 1953) aunque ya en los treintas y
se hablaba de agentes deshidratantes como protectores cerebrales (Fay, 1935)
Sin embargo, se sabe que en la antigua Grecia los médicos usaban la hipotermia
para los traumatismos en la cabeza como una terapia neuroprotectora (Jain, 2011,
Navarro y cols., 2013). El término neuroproteccion puede tener un enfoque clinico-
terapéutico cuando se refiere al empleo de cualquier modalidad terapéutica que
previene, retarda o “revierte” la muerte celular resultado de una lesion neuronal
(Barkana y Belkin, 2004). Es decir, la neuroproteccion abarcaria un grupo de
estrategias terapéuticas como las que se consideran cuando se habla de
citoproteccion en general o especificamente como en el caso de Ila
cardioproteccion o la vasoproteccion (Levine y Peeples, 2008).

Cuando surge una lesion en la cabeza, el propio cerebro también despliega
procesos para minimizar los efectos deletéreos, es decir también hay una
neuroproteccion endoégena, y en este sentido el término neuroproteccidén se ha
utilizado para referirse a las respuestas que el propio organismo activa posterior a
un evento traumatico, con el proposito de mantener la integridad y funcionalidad
del cerebro (Lecker y Shohami, 2002). En épocas mas recientes, el término
“neuroproteccion” hace énfasis al balance de las respuestas que el cerebro,
exhibe frente a un evento de isquemia o ante un TCE. Al final de este balance es
lo que determina la gravedad del dafo (Dirnagl y cols., 2003).

4.4 MECANISMOS DE DANO MOLECULAR DEL TCE(FISIOPATOLOGIA)

La lesion. Un TCE ocurre cuando una fuerza externa o un proceso de aceleracion
impacta al cerebro; dependiendo de la magnitud de la energia aplicada se
establecera el tipo y la magnitud del dafio, el cual se debe en gran parte a la
tension a la que el craneo es sometido. En este sentido actualmente existen varios
modelos para estudiar el TCE, la mayoria de ellos se han desarrollado para
estudiar qué ocurre después de un evento traumatico. Otros modelos, de tipo
matematico, pueden predecir el dafio dependiendo de la tensién a la que el craneo
es sometido ya sea de manera aguda o repetitiva (figura 2) (Estrada-Rojo y cols.,
2018). Esto ha permitido establecer que el impacto a velocidades bajas de 3m/s el
causan lesion cerebral. Estos modelos han sido desarrollados con base en
criterios como el “head injury criterion” (HIC) que considera varios parametros
sobre magnitudes de lesiones cerebrales, como tensiones de Von Mises, maxima
aceleracion lineal, presion maxima y criterios de lesion en la cabeza (Meyer vy
cols., 2010). Otros modelos han demostrado el papel de las meninges y los vasos
sanguineos como amortiguadores de los impactos (Kleiven y Hardy, 2010; Yue y
Wang, 2002; Cazon y Suescun, 2009). Recientemente, el modelo de elementos
finitos (MEF) ha permitido establecer los cambios en la tension del craneo
provocados por un TCE, asi como la deformacion y fuerza que pueden soportar
estructuras como el cuero cabelludo, las meninges y los vasos sanguineos, de
manera que se puede predecir como algunos eventos sobre todo de tipo repetitivo
(como los golpes en deportes como el box y el futbol) impactan al cerebro (Ponce
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y cols., 2011). Técnicas de imagenologia aplicadas en modelos como el de fase
armonica (HARP) revelan la forma en que el impacto lesiona estructuras como el
nervio ocular, ocasiona dafio axonal difuso y ocasiona encefalopatia cronica
(Bayly y cols., 2006). El dano axonal difuso es resulta de la aplicacion de fuerzas
de seccidn sobre los axones, en la mayoria de los casos por aceleracion
rotacional, lo que provoca el cizallamiento, tensién y fuerzas de compresién que
deforman el tejido. Estudios in vitro, han evidenciado que los axones sometidos a
estiramiento se desalinean, se tornan ondulados y pierden elasticidad, debido al
dafo del citoesqueleto. Este dafio altera los canales de sodio y hay influjo de este
cation. Esto permite a su vez, la entrada de calcio por los canales de calcio voltaje-
dependientes, lo que provoca el aumento de la actividad proteolitica, deterioro de
la funcién y acumulo de proteinas axonales de transporte dentro del axén. Se
origina edema axonal, provocando la disfuncion de sistemas como el activador
reticular ascendente, cuya expresion clinica es la desconexion de las aferencias y
del paciente con el entorno (Xiao-Sheng y cols., 2000, Smith y cols., 1999, Wolf y
cols., 2001).

Figura 2. Cronologia de los eventos en un traumatismo craneoencefalico.

La hemorragia y el edema. Cuando un impacto genera una sobretension en el
craneo, sobreviene una ruptura y generalmente una hemorragia. El area que
presenta la hemorragia se conoce como hematoma y su ubicacion anatémica
determina el tipo de disfuncién que ocasionara.



El hematoma epidural se forma entre el craneo y la duramadre, es normalmente
de forma biconvexa, lo mas comun es que se forme en la zona temporal, puede
producir midriasis y si es expansiva y no se evacua a tiempo puede causar la
muerte por compresion del foramen magnus (Paternitiy y cols., 1994; Gaetani y
cols., 1995).

El hematoma subdural es mas comun que el epidural, en este caso, la
acumulacién hemorragica es entre la duramadre y la aracnoides y se distribuye a
lo largo de la superficie cerebral. Evaluar su grosor es clinicamente importante, por
ejemplo un grosor mayor a 18 mm es mal prondstico, mientras que un grosor de 5
mm es bueno (Rivas y cols., 1988).

El hematoma subaracnoideo se establece entre la aracnoides y la piamadre, la
presencia de este hematoma eleva el mal prondstico del paciente. La reduccién
oportuna es importante para la recuperacién del paciente (Gaetani y cols., 1995,
Bullok y cols., 1989).

Los hematomas intraparenquimatosos, son consecuencia del movimiento brusco
del encéfalo en el interior del craneo que provoca contusion cerebral y ruptura de
vasos sanguineos. Generalmente se localizan en los I6bulos frontal y temporal,
pueden producir efecto de masa (Taneda y cols., 1996; Miller y cols., 1981; Bullok
y cols., 1989).

La barrera hematoencefadlica: es una unidad anatémica microestructural que
contiene diversos componentes, los cuales juegan papeles relevantes en el
mantenimiento de la regulacion fisiolégica normal del cerebro (Alves, 2014). La
barrera hematoencefalica tiene ademas mecanismos de transporte diferenciados,
lo que la hace una verdadera unidad gliovascular, con células gliales y
endoteliales funcionando e interaccionando de manera paracrina (Alves, 2014;
Schwarzmaier y cols., 2010).

Durante un TCE las uniones comunicantes de la barrera se pierden y la membrana
basal permite un aumento de la permeabilidad. Esto desencadena un proceso
proinflamatorio, que a su vez provoca liberacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), causando estrés oxidativo y una sobre-expresion de moléculas de
adhesion, influjo de células inflamatorias dentro del parénquima cerebral, esto
acrecienta la lesién y promueve excitotoxicidad y muerte celular. Las paredes
rotas de los microvasos cerebrales activan la cascada de coagulacién, lo que
origina formacién de trombos y oclusiéon de venas y arteriolas (Schwarzmaier y
cols., 2010; Stein y cols., 2002). Ademas de estos procesos, la barrera
hematoencefalica libera factores como la albumina y el fibrinbgeno que generan
disrupcion vascular y/o aumentan la permeabilidad (Chodobsky y cols., 2011). La
albumina, al estar en contacto con la microglia, incrementa el calcio intracelular y
promueve su proliferacion, ya que activa la proteina cinasa asociada a los
microtubulos (MAPK), ademas induce, por un lado, la produccion de 6xido nitrico
(NO) (Hooper y cols., 2005) por la via denominada ERK asi como la sintesis de
interleucina 1(IL-1) (Hooper y cols., 2009).

Los parametros anteriormente descritos deben considerarse en un paciente con
TCE, ya que afectan la presion intracraneal (PIC), la diferencia entre ésta y la
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presion arterial promedio (PAM) determinan la presion de perfusion cerebral
(PPC), la cual debe estar en un rango de 50 a 150 mmHg para que no se altere el
flujo sanguineo cerebral (FSC). Los cambios de volumen intracerebral afectan la
PIC, el aumento del volumen cerebral, producira reduccion del volumen sanguineo
venoso Y del liquido cefalorraquideo (LCR) para mantener la PIC. Inicialmente se
reduce el volumen venoso, pero su capacidad de elastancia se agota mucho antes
que la del LCR ante el aumento progresivo y sostenido de la PIC, mientras que el
volumen arterial es el menos complaciente, e incluso puede generar aumento de
la PIC. El aumento de la PIC somete al tallo encefalico a hipoperfusiéon e isquemia,
lo cual activa al sistema nervioso autonomo simpatico y al parasimpatico que
tratan de aumentar el volumen latido y la presién arterial a niveles que superen la
presion ejercida sobre el tallo encefalico. Esta respuesta fisiologica ante la
elevacion de la PIC, trae hipertension arterial sistémica y bradicardia (figura 3)
(Gamal-Hadam, 2005).

Figura 3. Regulacion de la presion intracraneal en un traumatismo craneoencefalico. PIC: presion
intracraneal; PAM: presion arterial media; PPC: presién de perfusion cerebral; VSC: FSC: flujo
sanguineo cerebral. Modificado de Gamal-Hadam, 2005.

Nucleo isquémico y penumbra isquémica. Durante un TCE, un evento
importante es la ruptura y/o oclusién de arterias, venas y vasos, lo que
posteriormente desencadenara en otros eventos dafinos, dada la importancia de
este evento describiremos brevemente las fases de la isquemia cerebral.

Al obstruirse una de las arterias cerebrales, el flujo sanguineo en el territorio
vascular afectado disminuye por debajo de un nivel critico (de 55ml/100g/min a
menos de 12ml/100g/min). Ello da lugar a una zona central severamente
hipoperfundida (nucleo isquémico), donde el flujo sanguineo cerebral (FSC)
disminuye de 15 a 10 ml/100g/min, en tanto que en la periferia se establece una
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isquemia menos pronunciada (entre 15 y 35ml/100g/min), llamada penumbra
isquémica. En el nucleo isquémico, se produce dafo celular irreversible y muerte
celular aguda, principalmente por necrosis. En la penumbra isquémica se
conserva una actividad metabdlica minima que preserva la integridad estructural
neuronal, lo que la hace potencialmente reversible a la isquemia. Si no se toman
las medidas terapéuticas adecuadas, se produce la muerte gradual de las
neuronas de esta zona por apoptosis mediada por genes (Hernandez-Diaz y cols.,
2009).

El concepto de la penumbra isquémica se formulé hace 30 afos basandose en
experimentos en modelos animales que muestran deterioro funcional vy
alteraciones electrofisiologicas con la disminucidn del flujo al cerebro por debajo
de valores definidos (el umbral para la funcion) y el dano irreversible del tejido con
el suministro de sangre aun mas disminuido (el umbral de infarto).

El rango de perfusion entre estos umbrales se denomind '‘penumbra’, y la
restitucion del flujo por encima del umbral funcional fue capaz de revertir los
déficits sin dafio permanente. Sin embargo, en otros experimentos, se observé
que la dependencia entre el desarrollo de lesiones irreversibles dependia de la
interacciéon entre la gravedad de la lesion y la duracién de la reduccion del flujo
sanguineo, esto es critico ya que se demostré que cuanto menor es el flujo, mas
corto es el tiempo para la reperfusion eficiente. Por lo tanto, se desarrolla un
infarto desde el nucleo de la isquemia a las areas de hipoperfusion. La
propagacion de dano irreversible del tejido se caracteriza por una compleja
cascada de eventos interconectados, electrofisiologicos, moleculares vy
alteraciones metabdlicas (Heiss, 2011).

Hipoxia e Isquemia. La lesion cerebral se acompafna de isquemia, al haber falta
de perfusién no hay oxigeno suficiente, lo que conduce a hipoxia. Esto a su vez
induce a la produccién de energia dependiente del glicdlisis anaerdbico, que es un
mecanismo poco eficiente de produccién de ATP, disminuyendo sus niveles. Los
niveles de ATP comienzan a disminuir en forma sustancial en los primeros 3
minutos de hipoxia. Al no haber suficiente ATP las bombas como la sodio-potasio
ATPasa se vuelven inoperantes y la carga asociada a la membrana neuronal
cambia, lo cual tiene efectos en la excitabilidad de la neurona, que puede volverse
hiperexcitable. Ademas, por un efecto osmético, ingresa agua, generado edema.
Otro efecto causado por el proceso hipoxico es la falla de las ATPasa de Ca, las
cuales bombean el calcio al exterior celular, al no funcionar adecuadamente, el
calcio aumenta su concentracién intracelular, lo cual activa diversas vias
metabdlicas y promueve la salida de neurotransmisores; como el glutamato lo que
a su vez contribuye a aumentar la excitotoxicidad; el propio aumento de calcio
intracelular causa la activacion de vias apoptoticas (Siesjo, 1992a; 1992b; Budd y
Nichols, 1996).

La modificacion de los niveles intracelulares de sodio, debido al
malfuncionamiento de la ATPasa sodio-potasio, altera el funcionamiento de los
intercambiadores calcio-sodio y sodio-hidrogenién. El primero disminuye el calcio
intracelular, por lo que al no cumplir su funcion mantiene elevado este ion con las
consecuencias ya sefaladas. El segundo mantiene el pH de la neurona, por lo
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tanto, al afectarse genera acidosis, en este estado la mitocondria no puede
almacenar calcio, aumentando aun mas la concentracion intracelular de calcio lo
que produce activacién de proteasas y fosfolipasas, que a su vez conducen a la
protedlisis y ruptura de la membrana (Guyton y Hall, 2001; Silver y Erecinska,
1990; Pringle, 2004; Tauskela y Morley, 2004).

Otra consecuencia de la isquemia y la falta de ATP es la acumulacién de
catabolitos purinicos como xantina e hipoxantina, que tienen como sustrato al
oxigeno. Cuando se da el fendbmeno de reperfusion y hay disponibilidad de
oxigeno, estos catabolitos son metabolizados por la enzima xantino-oxidasa,
generando superperoxido, posteriormente la superdoxido dismutasa (SOD), en
presencia de fierro, los transforma a perdxido de hidrégeno, es decir hay
produccion de ROS lo que genera peroxidacion de lipidos de la membrana, y por
lo tanto su destruccién. Este es un proceso que sucede aproximadamente 20 a 24
horas después del dano inicial (Rink y cols., 1995; Wei y cols., 1999; Paolin y
cols., 2002,)

Excitotoxicidad. Desde las enfermedades neurodegenerativas, hasta los
procesos agudos de dafo, como el TCE y/o los eventos isquémicos cursan por
pérdida neuronal sustancial, incluso el envejecimiento puede ocasionar dicha
pérdida.

Numerosos estudios se han publicado acerca de los mecanismos implicados en la
induccion de “la muerte neuronal”, las modificaciones celulares y moleculares que
conducen a la muerte y el disefio de estrategias terapéuticas para prevenir o
disminuir el dafio neuronal o incluso para promover la regeneracion.

Sin duda el mecanismo de induccién de muerte neuronal mas abordado tanto a
nivel de investigacion basica como clinica es la excitotoxicidad, la cual es inducida
por el glutamato el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso.
Actualmente se conoce otro neurotransmisor de tipo inhibitorio, el GABA que
también puede inducir este proceso, ademas otros neurotransmisores pueden
sinergizar el efecto.

¢ Qué es la excitotoxicidad? En 1971 se acufia el término excitotoxicidad por J.W.
Olney, quien describe que este proceso genera muerte neuronal por sobre-
activacion de los receptores sensibles a glutamato. En esos afios ya se sabia que
el glutamato era excitatorio pero aun no se conocia la diversidad funcional de sus
receptores (Olney, 1971). Los experimentos que se realizaron consistian en
inducir la muerte neuronal, aplicando concentraciones elevadas de glutamato
monosaodico (Lucas y Newhouse, 1957; Olney 1971, Garattini 1979). Hoy se
conoce que no solo la sobre-activacion sino la sobre-expresion de los receptores
glutamatérgicos contribuye a la excitotoxicidad (Mishra y cols., 2001). En la
actualidad, el término excitotoxicidad se utiliza para referirse de manera mas
amplia a la muerte neuronal que produce la excitacidbn prolongada de las
neuronas, ya sea a través de la activacién directa de receptores sensibles a
glutamato 6 por algun otro mecanismo, incluso por sobre-activacion de receptores
sensibles a GABA (Nufez y col, 2003).
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¢, Como se da la excitotoxicidad? Una vez que hay activacién de los receptores
glutamatérgicos, y por lo tanto ingreso de sodio y calcio a la neurona ocurre una
despolarizacion de la membrana, lo que a su vez la vuelve excitable. Si la
despolarizacion se mantiene, sobreviene la entrada masiva de iones positivos que
provocan un desequilibrio osmoético, ademas al elevarse la concentracién del
calcio en el citoplasma se activan una serie de vias metabdlicas, las cuales se
describiran mas adelante en detalle (Doble, 1999). La entrada de Na® altera la
direccion y funcionalidad de todos los transportadores, bombas y canales iénicos
que dependen de su gradiente (Greene y Greenamyre, 1996; Doble, 1999).

Por otra parte, también se presenta el influjo de CI', el cual ademas de alterar
diferentes mecanismos de transporte a nivel de la membrana plasmatica, estimula
la liberacion de glutamato y promueve la muerte neuronal por excitotoxidad (Babot
y cols., 2005).

El aumento excesivo de la concentracion citoplasmatica de calcio, promueve: 1) la
sintesis del Oxido nitrico, el cual puede difundir a la terminal presinaptica
glutamatérgica y estimular la liberacion de mas glutamato, a través de un
mecanismo dependiente de GMPc (monofosfato ciclico de guanidina); 2) la
generacion de radicales libres, peroxinitrito o superdxido, que promueven la
lipoperoxidacién y desestabilizacién de las membranas celulares; y 3) la pérdida
del potencial electroquimico mitocondrial, que suspende la fosforilacion oxidativa y
promueve la generacion de radicales libres, hasta inhibir completamente el
metabolismo energético mitocondrial.

Ademas, la elevacién en la concentracion citoplasmatica de calcio, activa diversas
vias de sefalizacion intracelular dependientes de proteinas cinasas o fosfatasas,
desencadenando la protedlisis del contenido citoplasmatico (Greene vy
Greenamyre, 1996; Montal, 1998; Arundine y Tymianski, 2003).

El proceso excitotdoxico descrito anteriormente como un continuo, puede ser
demasiado agudo en su fase inicial y desencadenar la muerte neuronal por
necrosis, o evolucionar mas lentamente y producir muerte neuronal por apoptosis.
Se ha demostrado, en estudios in vitro, que la aplicacion de glutamato produce
diversos tipos de neurodegeneracion, dependiendo del esquema de aplicacion
(Bonfoco y cols., 1995; Portera-Cailliau y cols., 1997; Almeida y cols., 1998).

Cuando las neuronas se exponen a concentraciones elevadas de glutamato de
manera breve hay muerte neuronal aguda, acompafada de procesos
inflamatorios, tanto en soma como en dendritas hay aparicibn de nucleos
picnoéticos, en un proceso que se caracteriza por ser dependiente de sodio y
cloruro.

Por otra parte, la exposicion prolongada al glutamato en concentraciones menos
elevadas, produce muerte neuronal retardada, la cual depende del influjo de calcio
y se presenta después de varias horas (Romano y cols., 1995; Portera-Cailliau y
cols., 1997).

Ademas, también se ha sugerido que el proceso degenerativo estimulado por
glutamato depende en gran medida del estado funcional inicial de la mitocondria.
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De esta forma, cuando existe una disminucion en la tasa metabdlica celular, la
mitocondria es incapaz de mantener la homeostasis de Ca?*, presentandose la
muerte neuronal por apoptosis (Portera-Cailliau y cols., 1997; Almeida y cols.,
1998).

Los estudios tanto in vivo como in vitro realizados en diferentes sistemas
neuronales, sobre la generacion de excitotoxicidad por glutamato y las
demostraciones de que la concentracion extracelular de glutamato se eleva
significativamente en diversas condiciones patoldgicas, han permitido establecer
que este mecanismo participa en la muerte neuronal que se produce por hipoxia-
isquemia cerebral (Choi y Rothman, 1990), TCE (Bramlett y Dietrich, 2004;
Wagner y cols., 2005), epilepsia (Meldrum, 1993a; Friedman y cols., 2003).

Ademas, se ha propuesto que la excitotoxicidad tiene ingerencia en diversos
padecimientos neurodegenerativos como las enfermedades de Huntington (Beal y
cols., 1991; Gardian y Vecsei, 2004), Alzheimer (Ferrarese y cols., 2000; Hynd y
cols., 2004) y Parkinson (Lipton y Rosenberg, 1994).

Excitotoxicidad por GABA. En el cerebro existen amplias porciones donde
coexisten tanto las neuronas glutamatérgicas como las GABAérgicas, estas
ultimas tienen una concentracién intracerebral alta (Tapia, 1983), su funcion es el
control de la excitabilidad neuronal, promoviendo procesos inhibitorios, de hecho,
GABA es considerado el neurotransmisor inhibitorio por excelencia (Wu, 1983).

En gran parte del cerebro existe convergencia de neuronas glutamatérgicas y
GABAérgicas, de manera tal que el control de la excitabilidad esta balanceado
(Urena-Guerrero y cols., 2009).

El GABA tiene dos tipos de receptores: el GABAA que es ionotrépico y permite la
difusion del cloruro, mientras que el GABAg es metabotropico y regula a canales
de calcio y potasio, a través de activaciéon de proteinas G y segundos mensajeros,
inactivandolos para disminuir la liberacién de neurotransmisores (Bormann, 1988).

Desde principios de los afios 1990°s, se tuvo evidencia de que la activacion
excesiva de los receptores GABA, localizados en la region CA1 del hipocampo,
generaba una despolarizacion y no una hiperpolarizacién, en este proceso se
propuso que estaria involucrado el movimiento del bicarbonato (Cherubini y cols.,
199. Staley y cols., 1995)

Hoy se sabe que en etapas tempranas del desarrollo la activacion del receptor
GABAA, provoca despolarizacion (Ben-Ari, 2001).

Este efecto se debe a la accion de dos transportadores de cloruro: el KCC2 vy el
NKCC1. El primero se encarga de sacar de la célula al cloruro como
cotransportador K/CI, funciona en condiciones isotdnicas y se ha descrito en el
hipocampo, expresandose a partir del 6to dia postnatal.

Por otra parte, el NKCC1 funciona como triple transportador K/Na/Cl, se expresa
en zonas como el hipocampo en la etapa prenatal, disminuye en la postnatal y se
activa en procesos inflamatorios (Dhazala y cols., 2005; Khale y cols., 2008).
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En la etapa postnatal, la concentracién de cloruro es mayor en el interior celular,
por lo que la activacién de los receptores GABAA, da como resultado o resulta en
la salida del cloruro generando despolarizacion en la neurona. En edades
posnatales mas avanzadas, el gradiente de cloruro ya esta invertido, por lo que el
cloruro entra a la célula y la hiperpolariza (Ben-Ari, 2001; Kahle y cols., 2008).

Se sabe también que la sobre-activacion de los receptores GABA,, activa a su vez
canales de calcio sensibles a voltaje, lo que puede llevar a apoptosis (Nuiez y
cols., 2003). Se ha observado que el transportador NKCC1 aumenta su expresion
de manera significativa tanto en isquemia como en epilepsia (Bragin y cols., 2009).

Por lo tanto, es necesario reconocer que la neurotoxicidad es mediada, no solo por
glutamato sino también por GABA, ademas de que en la inflamacion, donde las
células gliales también participan, tanto astrocitos como microglia tienen
receptores a ambos neurotransmisores.

Produccion de ROS. Las ROS son especies reactivas derivadas del oxigeno e
incluyen al superéxido altamente reactivo (O+-), al hidroxilo (*OH) y al peroxilo
(RO2¢), asi como al peréxido de hidrégeno (H202) y al peroxinitrito (ONOO-) que
no son radicales libres. La cascada de reacciones de las ROS comienza con la
produccion de O,e-, en respuesta a elevaciones rapidas de calcio intracelular
inmediatamente después de la lesibn mecanica primaria en el TCE. La SOD
cataliza rapidamente la dismutacion del Oze- en H,O, y oxigeno. Un pH bajo,
puede dismutar al O,e- espontaneamente. La formacion de radicales de oxigeno
altamente reactivos, que tienen un electron desapareado en su orbital exterior y la
propagacion de las reacciones en cadena generan las ROS no radicales, las
cuales no tienen electrones desapareados, pero son quimicamente reactivas. Por
ejemplo, los radicales *OH se generan en la reaccion de Fenton donde el hierro
ferroso (Fe?*) es oxidado para formar *OH en presencia de H,O, (Cheng y cols.,
2012).

En condiciones fisiolégicas, el hierro esta estrechamente regulado por su proteina
de transporte, la transferrina y de almacenamiento, la ferritina, ambas se unen a la
forma férrica (Fe>*). Esta unidn es reversible cuando hay disminuciones de hierro,
por ejemplo, cuando el pH disminuye (por debajo de 7), asi como después de un
TCE, hay liberaciéon de hierro y se inicia la produccion de radicales de oxigeno.
Una segunda fuente de hierro proviene de la hemoglobina, cuando se induce una
hemorragia por un proceso mecanico. A pesar de que el Oz*- en si mismo es
menos reactivo que el radical *OH, su reaccién con el éxido nitrico (NOe) forma
agentes radicales oxidantes altamente reactivos, el peroxinitrito (PN: ONOO) y el
radical hidroxilo como un subproducto. Los radicales PN-derivados inducen dafio
oxidativo a proteinas, a lipidos de membrana (celulares y mitocondriales) y a
acidos nucleicos. Por ejemplo, derivados PN-NO2 inducen nitracién de proteinas
que resulta en una modificacién postransduccional, como unir a 3-nitrotirosina (3-
NT), en lugar de tirosina. Por lo tanto, 3-NT sirve como un marcador biologico de
la accion del ONOO-. Ademas, los productos PN pueden inducir la peroxidacion
lipidica (LP). La propagacion del estrés oxidativo y por lo tanto dafo celular
irreversible (Arnoult y cols., 2003; Arun y cols., 2010).
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La LP se define como la degradacion oxidativa de los lipidos que se produce
cuando los radicales de oxigeno reaccionan con acidos grasos poliinsaturados
tales como el acido araquidonico, acido linoleico, el eicosapentaenoico (EPA) o el
acido acido docosahexaenoico (DHA), resultando en interrupciones en la
integridad de la membrana celular. El proceso es una reaccién en cadena de los
radicales que se caracteriza por tres pasos distintos: iniciacion, propagacion y
terminacion.

Brevemente, la iniciacion es la extraccion de atomos de hidrégeno de los acidos
poliinsaturados inducida por ROS, que produce un radical lipido (L¢). En el
segundo paso, el de propagacion, el Le reacciona con el oxigeno para formar un
radical peroxilo — lipidico (LOOe). ElI LOO- a su vez extrae un atomo de hidrogeno
de un acido graso poliinsaturados adyacente, produciendo un hidroperdxido de
lipidos (LOOH) y un segundo Le, que pone en marcha una serie de reacciones en
cadena. Estas reacciones de propagacion son terminadas en el tercer paso
cuando el radical ya no reacciona porque el sustrato se agota o porque el lipido
reacciona con otro radical o con el eliminador de radicales para producir un
producto final no radical estable. Dos productos altamente toxicos de LP son el 4-
hyroxynonenal (4-HNE) y la acroleina, ambos han sido bien caracterizados en
modelos experimentales de TCE. Estos productos finales de la peroxidacion, se
unen covalentemente a proteinas y alteran su estructura y propiedades
funcionales. Los aminoacidos lisina, histidina y arginina también son el blanco de
los radicales de oxigeno que resulta en la formacion de restos carbonilo de
proteinas (Arun y cols., 2010; Camello-Almaraz y cols., 2006).

Neuroinflamacion. Desde hace varios anos se han descrito alteraciones en la
respuesta inmunolégica en el paciente con TCE que afectan la evolucion y el
prondstico (Miller y cols., 1981; Meert y cols., 1995).

El TCE induce una respuesta inflamatoria mediada por leucocitos y por células de
la glia, concretamente microglia y astrocitos. Las células de la microglia actuan
como los macrofagos, se encargan de ser el “sistema de vigilancia y limpieza” del
cerebro; cuando se produce una lesidn, estas células viajan al sitio donde se ésta
se produjo y fagocitan deshechos y restos celulares, presentan antigenos,
secretan citosinas, radicales libres y otros factores solubles, de manera tal que
coordinan la respuesta inflamatoria (Ronsonhoff y cols., 2009, Nimmerjahn y cols.,
2005).

En el caso de los leucocitos, su reclutamiento e infiltracion se debe a la ruptura de
la barrera hematoencefalica, que también genera activacion endotelial. De manera
que en la zona lesionada habra tanto leucocitos como microglia; las sustancias
quimio-atrayentes para esta célula son el ATP y la proteina-1 atrayente de
monocitos (MCP-1), ademas del factor de crecimiento transformante (TGF-a). Esto
provoca la liberacion de oxido nitrico, ROS y citosinas proinflamatorias (Platten y
cols., 2003).

El otro tipo celular que interviene en la neuroinflamacion son los astrocitos; éstos
son activados por la interleucina-1 3 (IL1-B) y el factor de necrosis tumoral TNF-a
lo que provoca un cambio fenotipico, en donde hay hipertrofia, hiperplasia y la
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expresion del filamento intermedio llamado proteina glial fibrilar acidica (GFAP). Si
el trauma es moderado este proceso contendra al area de lesion y promovera la
remodelacion neuroplastica (crecimiento de dendritas y establecimiento de
sinapsis nuevas) pero en un TCE severo se produce una cicatriz glial que dificulta
estos cambios (Wieloch y Nikolich, 2006; De Simone y cols., 2007; Laird y cols.,
2008).

Existen evidencias de que, ante un TCE, la inmunidad celular resulta afectada,
concretamente hay reduccién de la poblacién circulante de linfocitos T (LT), LT
helper, LT supresores y las natural killer (NK). Estas alteraciones en el sistema
inmunoldgico inciden sobre el curso evolutivo del paciente, y se asocian a
complicaciones infecciosas en el 75% de los casos durante las dos semanas
subsiguientes al trauma (Wolach y cols., 2001).

También hay una disminucion importante de los niveles de inmunoglobulinas
concretamente 1gG e IgM (Quattrocchi y cols., 1992, Sacchetti y cols., 1997).

Apoptosis. La apoptosis es la muerte celular programada, y se caracteriza por la
reduccion del volumen celular debida al eflujo de potasio y fragmentacion del ADN
del nucleo, con preservacion de la membrana celular (Charriaut-Marlangue y cols.,
1996). La apoptosis ocurre en la zona de penumbra isquémica donde se alcanza
el umbral minimo necesario para iniciar la cascada de activacién de las caspasas;
mientras que en el nucleo de la lesidén se produce la necrosis celular (Charriaut-
Marlangue y cols., 1996; Savitz y Rosenbaum, 1998; Nathoo y cols., 2004).

La apoptosis ha sido observada tanto en modelos animales como en pacientes
con TCE, en la ultima década se ha acumulado bastante evidencia al respecto; en
modelos animales se observa apoptosis aun en un TCE leve. Este proceso
presenta una distribucion particular tanto espacial como temporal, se da en un
periodo de entre 12 a 48 horas post-TCE y puede mostrar una fase tardia a las 72
horas. Espacialmente, la apoptosis es mas prominente en la sustancia gris y en la
blanca adyacentes al trauma, aunque la fase tardia puede aparecer en zonas
alejadas a éste, en la zona ipsilateral, incluso a nivel de talamo (Raghupathi y
cols., 2002; Rovegno y cols., 2012).

Son multiples las causas que pueden desencadenar el proceso apoptotico y
basicamente hay dos tipos de estimulos que lo pueden hacer; externos (via
extrinseca), o una serie de eventos intracelulares (via intrinseca). La via
extrinseca se activa, cuando ciertas proteinas como el factor de necrosis tumoral o
el ligando FAS se unen al receptor CD 95/Apo-1 (receptor de la muerte) en la
superficie celular (Duckett y cols., 1998; Cernak y cols., 2002).

La via intrinseca es activada por la ruptura de la membrana de la mitocondria
(muerte mitocondrial) (Duckett y cols., 1998), y es mediada por multiples factores
(ROS, senales proapoptéticas del gen Bcl-2, translocacion del citocromo C,
incremento de calcio intracelular, rayos ultravioleta (Raghupathi y Mcintosh, 1996
y cols., 1996. Mcintosh y Smith, 1995). El gen Bcl-2 codifica las proteinas de la
membrana mitocondrial externa que bloquean la apoptosis celular (Mclntosch vy
cols., 1998. Raghavan y cols., 2004), pero también media la actividad
proapoptotica a traves del fragmento BAX. De hecho se sabe que alteraciones en
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la familia del gen que codifica para Bcl-2 son un factor importante que regula la
muerte celular en el TCE, por ejemplo tanto en corteza como en hipocampo se ha
demostrado, mediante inmunohistoquimica, la presencia de Bcl-2, dos horas
después del trauma en las células que sobreviviran 24 horas post-TCE . Algunas
sefales como las caspasas 1 y 8 producen el clivaje (ruptura) de secuencias de
aminoacidos de la proteina Bcl-2 transformandola en el fragmento BAX que inicia
la apoptosis (Li y cols. 1997).

Cuando en un TCE se libera glutamato, éste, a través de la activacion de sus
receptores NMDA, facilita el paso de calcio al interior celular. Al aumentar la
concentracion de calcio, se induce en la mitocondria la liberacion del citocromo C,
componente mitocondrial de la cadena transportadora de electrones esencial para
la produccion de ATP, que tiene la capacidad de activar la cascada de las
caspasas (Budd y cols., 2000).

Otra via proapoptotica que establece el citocromo C es que al ingresar al
citoplasma, se une a una proteina citoplasmatica (Apaf-1) y origina un complejo
molecular llamado apoptosoma, que activa la caspasa 9 y esta su vez a la
caspasa 3, originando muerte celular (Savitz y Rosenbaum, 1998; Nathoo y cols.,
2004).

Existe una molécula apoptogénica liberada desde la mitocondria durante la
isquemia/reperfusion es la Smac/DIABLO, la cual tiene la capacidad de inhibir
moléculas bloqueadoras de la apoptosis como la proteina ligada a X inhibidora de
la apoptosis (XIAP) (Shibata y cols., 1985).

Finalmente hay que destacar 2 eventos proapoptéticos mas, uno es que la
activacion del receptor de NMDA induce cambios de configuraciéon y activacion
directa de la caspasa 3; y la translocacion del citocromo C provoca el eflujo de
potasio y cloro, y es responsable de la reduccion del pH intracelular conduciendo a
la apoptosis (Bonfoco y cols., 1995).

Algunos esquemas de neuroproteccion. Una vez descritos los principales
procesos a nivel morfolégico, celular y molecular que ocurren ante un TCE, sdlo
resta mencionar algunas de las opciones que a partir del conocimiento disponible,
favorecen la neuroproteccién ante un trauma.

Un proceso importante que se ha tratado de inhibir ha sido la excitotoxicidad. En
este aspecto destaca el uso de bloqueadores del receptor NMDA, como la
dozocyilpina o el MK-801; sin embargo, la ventana de administracién es muy corta
ya que se tienen que aplicar en las primeras horas posteriores al trauma.
Destacan también el dextrometorfan y el cerestat que atraviesan la barrera
hemtoencefalica, y previenen la entrada de calcio a las neuronas, pero alteran la
percepcion temporal e inducen hipotensién (Muir y Grosset, 1999; Fernandez-
Gomez y cols., 2008).

Otra opcion ha sido activar a los receptores GABAa, con el fin de generar un
efecto inhibitorio en el sistema nervioso, contrarrestando la activacion del sistema
glutamatérgico. Se han usado el muscimol, derivado del hongo amanita muscaria,
el clormetiazol y las benzodiacepinas, todos ellos se siguen probando aun en
ensayos clinicos fase lll. Finalmente estarian los bloqueadores de canales de
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calcio, o los quelantes de calcio, por ejemplo el DP-b99 que se esta probando en
ensayos clinicos fase Il (Hardingham, 2000). Finalmente, podemos destacar los
nuevos bloqueadores de los canales denominados TREK, que son canales de
doble poro permeables a potasio o en los que responden a ATP, con buenos
resultados hasta el momento, sobretodo en procesos isquémicos (Gaspar y cols.,
2008, Xiong y cols., 2009).

4.5. MODELOS DE TCE

El uso de modelos experimentales en la investigacion cientifica es sumamente
importante. Los modelos son analogias de la realidad que permiten el control de
variables especificas, pero que a su vez tienen limites.

En ciencia, el modelo es una version derivada o representada de algo tomado del
original; la nueva entidad se produce al imitar el original. El intento de
representacion puede ser abstracto, tal es el caso de los modelos matematicos,
puede ser concreto como en el caso de un mapa, o un modelo a escala, o un
modelo fisico de un dérgano o tejido o la estructura de una proteina. Actualmente
existen modelos digitales o virtuales, que representan incluso en tercera
dimensién el objeto de estudio. Esta acepcidén del término conduce a su sentido
epistemologico el cual resulta ser mas util para el proceso de investigacion. En la
perspectiva epistemologica el modelo se considera como una descripcion o
representacion de la realidad (hechos, situaciones, fendmenos, procesos,
estructuras y sistemas, entre otros), que por lo general, esta en funcién de unos
supuestos tedricos o de una teoria. Dicha representacién es una construccion
racional de un campo de estudio concreto, y suele presentarse en diferentes
grados de abstraccion.

Para lograr los objetivos de este trabajo se desarrollé un modelo de TCE de tipo
caida de peso (weight drop model) en ratas de laboratorio.

Estos modelos provocan la lesién al golpear directamente el craneo del animal,
mediante un sistema que consiste en colocar una pesa cuyo tamafo y peso varia
y que normalmente se coloca en la parte superior de un tubo, metalico o plastico
cuya altura también se estandariza para calcular la fuerza del impacto, la cual
determina la severidad del TCE. La pesa esta sujeta a una cuerda y cuando se
suelta cae por gravedad y golpea normalmente un casco y otro aditamento ya sea
metalico o de un material rigido, colocado sobre la cabeza del animal (Siva Ddos y
cols., 2012).

Existen algunas desventajas de estos modelos, la primera seria que existe la
posibilidad de que la caida de la pesa que causa la lesion no sea siempre la
misma, ya que puede depender de quien manipule el sistema, lo que ocasiona que
no sea estandarizado del todo. El otro inconveniente es que la sujecion de la
cabeza del animal, si no se tiene un disefio adecuado puede ocasionar otras
lesiones, ademas del golpe, por ejemplo, lesiones en las cervicales, ademas habra
que tomarse en cuenta que dado el sistema es inercial, la pesa puede dar mas de
un golpe con lo que se altera el efecto producido.
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Actualmente existen modelos que permiten controlar mejor el golpe, destaquemos
aqui que el modelo original fue descrito por Marmarou y de ahi se ha variado el
disefio (Marmarou y cols., 1994). Por ejemplo, existen modelos que ya tienen
dispositivos que permiten controlar mejor la caida del peso, esto se hace mediante
un acelerometro, como el desarrollado por Li (Li y cols., 2011) o como el de
Meryland, cuyo impacto puede ser frontal. Aqui lo que se utiliza es una rampa que
desciende con cierto angulo hasta golpear en una base que tiene una pieza de
acrilico que esta situada justo en la parte anterior de la cabeza, en este caso de
una rata. Este modelo no genera compresion coronal del craneo y ha permitido
estudiar algunos parametros que el modelo de Marmarou no permite, como por
ejemplo la sobreexpresion de la proteina Beta amiloide, que ahora se considera un
biomarcador de TCE (Kilbourne y cols., 2009) (ver figura 4).

Existe ademas la opciéon de causar la lesion mediante el uso de un piston
neumatico conectado a un sistema de compresiéon de aire y a una valvula
reguladora, lo que permite graduar el disparo del pistén, esto permite que el
sistema sea altamente reproducible y ademas establecer la intensidad de la lesion;
ademas, dado que el piston se dispara y no sufre ningun efecto inercial, no existe
la posibilidad de dar mas de un golpe, como pasa en los modelos por caida de
peso. Actualmente en el laboratorio de Neuroendocrinologia del departamento de
Fisiologia de la UNAM, contamos con este disefio que ademas esta hecho de
manera similar a un sistema estereotaxico, por lo que permite que el golpe se de
en una region muy especifica y localizada. Este modelo ha permitido estudiar
desde aspectos neuroconductuales hasta moleculares del TCE (Martinez-Vargas y
cols., 2012).

Figura 4. Modelos de traumatismo craneoencefalico. Se muestran los diferentes tipos de modelos
que actualmente se emplean. Tomado de Estrada-Rojo y cols., 2018.
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En los anexos de este trabajo se presenta una revision de modelos de TCE
publicada recientemente por nuestro grupo (Estrada-Rojo y cols., 2018), en la cual
se aborda con detalle cada uno de ellos.

46 EL SISTEMA GLUTAMATERGICO

Generalidades del glutamato. El acido glutamico es el neurotransmisor mas
abundante del sistema nervioso. El glutamato es el neurotransmisor mas
importante para la funcion normal del encéfalo, 50% de las sinapsis excitatorias
liberan glutamato. No atraviesa la barrera hematoencefalica.

Las neuronas glutamatérgicas extienden su accion a lo largo del eje
encefalomedular.

Dos tercios de las neuronas de la corteza cerebral son glutamatérgicas. Las
terminales glutamatérgicas establecen contactos en alta proporcion con espinas
dendriticas, estructuras sobre las cuales existen mayores indicios de plasticidad
morfofuncional y que se asocian a los procesos integrativos mas complejos.

El papel del acido glutamico y su disfunciéon ha ganado importancia en neurologia
y en psiquiatria, en la medida en que se ha profundizado en el conocimiento sobre
su metabolismo, tipos de receptores, transportadores y mecanismos de
homeostasis, cuya disfuncion puede llevar a muerte neuronal.

El glutamato es producido en el organismo humano y desempefia una funcion
fundamental en el metabolismo. Se encuentran casi dos kilogramos de glutamato
en los musculos, el encéfalo, los rifiones, el higado y otros érganos y tejidos.
(Medina Marin y Escobar Betancourth, 2002). Ademas, el glutamato se encuentra
en abundancia en la leche materna, a concentraciones casi diez veces mayor que
en la leche de vaca (Fernstrom y Garatini, 2000).

La mayor parte del glutamato de la dieta se metaboliza rapidamente y se utiliza
como fuente de energia. Desde una perspectiva nutricional, el glutamato es un
aminoacido no esencial, lo que significa que, si es necesario, el organismo puede
fabricar su propio glutamato. Asi, el organismo produce su propio glutamato para
una variedad de funciones esenciales en el aparato digestivo, en la retina, por
ejemplo en memoria, etc. (European Food Information Center (EUFIC),
www.EUFIC.org(sf)

El efecto de anadir el sabor umami (glutamato monosédico) a los alimentos ha
sido estudiado por los investigadores desde los afios 50 del s. XX. Por lo general,
el sabor de los platos con carnes, el pescado, las verduras y legumbres mejoran
pero no ocurre lo mismo con los cereales, los productos lacteos y los postres.

El glutamato monosédico se afiade a las comidas preparadas y procesadas tales
como los alimentos congelados, las mezclas de especias, salsas, o productos
carnicos tales como las salchichas y los jamones (Zhang y cols., 2013;
www.eufic.org (sf)).

Sintesis del glutamato. La glucosa proveniente del plasma sanguineo es el sillar
para la sintesis de acido glutamico en el sistema nervioso; la captura de glucosa
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se realiza por la accion de los transportadores de la familia GLUT, los cuales se
expresan tanto en las células endoteliales como en los astrocitos. En los astrocitos
la glucosa se convierte en lactato, el cual se libera en el liquido extracelular,
posteriormente las neuronas lo captan y se constituye asi en una de sus
alternativas de sustrato energético. Los astrocitos pueden capturar acido lactico
del plasma, lo que los convierte en un importante reservorio de este metabolito. En
concentraciones elevadas, el acido lactico tiene dos efectos, uno ansiogénico y
otro como vasodilatador, este ultimo puede ser un factor importante para
correlacionar la actividad glutamatérgica y el incremento del flujo sanguineo
cerebral (Pitts y McClure, 1967; Dager y cols., 1977)

Al contrario de las neuronas, los astrocitos tienen una capacidad limitada para
sintetizar acido lactico. En las neuronas, el lactato pasa a piruvato y éste a
acetilCoA, que ingresa al ciclo del acido tricarboxilico, donde se une con el
oxaloacetato para formar citrato. Este se convierte, sucesivamente, a isocitrato y a
alfacetoglutarato, el cual puede ser transaminado a glutamato por las
transaminasas como la aspartato aminotransferasa y la alanina aminotransferasa,
que utilizan donadores de grupos amino como aspartato y alanina (Ottersen vy
Storm-Mathisen, 2000).

En los astrocitos que rodean los cuerpos de las neuronas y en los
oligodendrocitos, el glutamato se convierte en glutamina por accidén de la enzima
glutamina sintetasa. Con la intervencion de transportadores localizados en los
astrocitos o en las neuronas (EATT 1 a 5), la glutamina puede ser transferida.

La conversion de glutamina en glutamato se da por accion de la enzima
glutaminasa que se localiza en la membrana mitocondrial interna. Cuando hay
dafo neuronal, la glutaminasa queda en el medio extracelular, pero mantiene su
funcidn, lo cual puede ser deletéreo para la célula por los ya mencionados efectos
excitotoxicos del glutamato. Esta puede ser una ruta importante para exacerbar y
propagar un proceso de lesion excitotdxico (Pitts y McClure, 1967).

El glutamato que se utiliza como neurotransmisor se almacena en vesiculas. Estas
lo capturan con la participacion de transportadores de glutamato vesicular
(VGLUT). Asi, el transportador interioriza el glutamato a las vesiculas con ayuda
de un mecanismo que requiere intercambio de protones. El citoesqueleto permite
su transporte hacia la membrana presinaptica, de manera que se encuentren
disponibles para la exocitosis.

El proceso de liberacién del glutamato es similar al de otros neurotransmisores,
éste ocurre cuando la vesicula se fusiona con la membrana presinaptica, por
medio de la interaccion con proteinas presentes en la membrana de las vesiculas,
en el citoplasma y en la membrana presinaptica.

Las proteinas mencionadas tienen la capacidad de formar un sistema de anclaje,
que se activa con la entrada de calcio a la terminal presinaptica.

Las vesiculas que se ligan al citoesqueleto por medio de la proteina sinapsina se
liberan por la activacion de la enzima calcio-calmodulina-kinasa (CAM-kinasa), en
respuesta a ingreso de calcio a la terminal presinaptica, a su vez inducido por la
llegada de un potencial de accidn.
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Los iones de calcio facilitan la activacién y organizacion de las proteinas de
anclaje vesicular, del citoplasma y de la membrana presinaptica.

La interaccion de estas proteinas forma un nucleo o eje que permite la fusion de la
vesicula con la membrana presinaptica (Miller, 1998).

Los receptores del glutamato. En 1960 Curtis y cols encontraron que los acidos
glutamico, aspartico y cistéico, excitaban a las motoneuronas espinales. Hoy se
conoce que el glutamato es el neurotransmisor excitador por excelencia en el
sistema nervioso central (SNC).

Los receptores a glutamato se nombran de acuerdo a sus agonistas, AMPA,
kainato y quiscualato (actualmente NMDA) (Monaghan y cols., 1989).

La figura 5 muestra la estructura del glutamato y sus diversos agonistas.

Figura 5. El glutamato y sus agonistas clasicos. Actualmente el quiscualato se conoce como
NMDA.

El glutamato ademas de los receptores del tipo ionotropico, posee receptores tipo
metabotropico denominados GIuR, los cuales se agrupan en tres clases que
abarcan un total de ocho tipos de receptores (Purves, 2015) (ver figura 6).
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Figura 6.-Tipos de receptores para el glutamato. Tomado de Flores-Soto y cols., 2012

El receptor NMDA, sin duda es el mas ampliamente distribuido y estudiado
ademas de que es el directamente involucrado en el proceso de excitotoxicidad
por dano neuronal. Se tiene evidencia de que los receptores GIuR 4 y 5
intervienen en la excitotoxicidad pero su estudio es todavia incipiente.

Estructura del receptor NMDA (NMDAR). El conocimiento de la estructura del
NMDAR, es fundamental no sélo como parte del proceso de comunicacién
neurona-neurona en el cerebro, sino ademas como blanco terapéutico en el
proceso de neurotoxicidad y por lo tanto para brindar neuroproteccion en procesos
como la isquemia y el TCE.

Para la funciéon del NMDAR se requiere de un voltaje especifico asi como de la
unién de glutamato y la glicina, lo que permite desbloquear al poro del canal que
se halla obturado con magnesio, una vez abierto éste permite el paso de iones
tanto mono como divalentes, por ejemplo el Ca®" el cual no solo coadyuva, sino
que junto con el sodio, al inicio de una sefal eléctrica, el propio calcio proporciona
una sefal quimica que inicia diversos procesos, previamente mencionados
(Traynelis y cols., 2010).

Cabe destacar que los NMDAR se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC
y juegan un papel preponderante no sélo en la funcién del cerebro, sino también
en su desarrollo, ademas, como se menciond al inicio de esta seccion, juegan un
papel como objetivos farmacoldgicos para contrarrestar el deterioro cognitivo leve,
la esquizofrenia, la depresion, la epilepsia y por supuesto la excitotoxicidad
(Nestler y cols., 2014).

Los NMDAR son heterotetrameros conformados por diferentes combinaciones de
subunidades, distribuidas en diversas regiones cerebrales. Su funcién depende de
las subnidades que los conforman (Monyer y cols., 1992).

Los bloques de construccion de los NMDAR incluyen las subunidades GIuN1 y
GIuN2A a D, las cuales forman el poro del receptor y son fundamentales en su
funcionamiento. Estas mismas subunidades forman los sitios de anclaje para la
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glicina y el glutamato, ademas las zonas para la union de la glicina, concretamente
la subunidad GIUN3A vy la subunidad B (Paoletti, y cols., 2013).

El NMDAR se compone de dos subunidades GIuN1 y dos subunidades GIluN2,
donde las dos GIuN2 pueden ser idénticas o diferentes, lo que da lugar a una
estructura diheteromérica o trihneteromérica (Chazot y Stephenson, 1997).

No obstante que la forma triheteromérica conformada por GIuN1 / GIuN2A /
GIuN2B (ver figura 7) tiene una alta prevalencia en el cerebro y es la principal
composicion del receptor en el hipocampo y en la corteza cerebral, la gran
mayoria de los estudios fisiologicos, biofisicos y estructurales, se han hecho en la
forma diheteromérica (ver figura 8).

Es interesante notar que los NMDAR triheteroméricos presentan cinética de
compuerta y su farmacologia es diferente a la del canal diheterométrico,
compuesto solo por GIuN2A y GIuN2B.

Otra caracteristica importante del receptor triheteromérico es que esta modulado
de forma unica por antagonistas para GIUN2A y GIuN2B, de manera alostérica
especifica.

Investigaciones recientes con el microscopio electronico criogénico de particula
simple y del antagonista alostérico especifico de la subunidad GIuN2B, Ro 25-
6981 (Ro), muestran que la estructura del receptor NMDAR triheteromérico, altera
su simetria por las interacciones de las subunidades GIuN2 (Lu y cols., 2017).

Figura 7. Estructura triheterodimerica del receptor NMDA (NMDAR). Obtenida mediante crio-
microscopia electronica de particula simple, en A, se indica el sitio de unién de la glicina y en B los
sitios de unién para el antagonista alostérico, Ro y para el Zinc. Tomada de Lu y cols., 2017.
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Figura 8. Estructura del NMDAR en la forma diheteromérica. Esta estructura es la mas investigada
pero no la mas abundante, se aprecian los sitios de union para glicina, zinc y glutamato. Tomada
de Nestler y cols., 2014.

4.7 EL RECEPTOR NMDAEN EL TCE

Como se ha descrito en este trabajo, el TCE provoca 2 tipos de dafo. El dano
primario se desarrolla por el efecto mecanico mientras que el dano secundario
corresponde a la respuesta a dicho evento e involucra cambios a nivel celular y
molecular. Estos eventos aparecen minutos horas o incluso dias posteriores al
evento traumatico (Levine y cols., 2006).

El dafo secundario incluye neuroinflamacion, excitotoxicidad glutamatérgica,
estrés oxidativo, dafio al ADN y muerte neuronal, entre otros (lkonomodu y Turski,
1996.Leinhase y cols., 2006; Sullivan y cols., 1999).

Los modelos animales de TCE son utiles para comprender mejor la fisiopatologia
del dano cerebral después del trauma, asi como en la investigacion y obtencién de
tratamientos efectivos para su recuperacién (Laurer y Mclntosh, 1999).

Esta documentado que en diversos modelos animales de TCE, el sistema
glutamatérgico es el factor principal en el desarrollo del dafio secundario, ya que
esta directamente implicado en la excitotoxicidad al incrementarse la afluencia de
calcio a través del NMDAR (Choi, 1988). Una estrategia neuroprotectora utilizada
incluso en pacientes humanos con TCE ha sido el bloqueo de la excitotoxicidad,
mediante el uso de antagonistas de los NMDAR (ver revision: Willis y cols., 2004)

En modelos animales, la neuroproteccién mediada por antagonistas al NMDAR ha
sido ampliamente estudiada (Figueroa-Guzman, 2006). Se encontré que una dosis
subtéxica de NMDA inducia el pre-condicionamiento ya que evoca un estado de
tolerancia celular a una dosis letal (Chuang y cols., 1992, Soriano y cols., 2006).
Por otra parte tanto en modelos in vivo como in vitro, se ha probado la efectividad
del precondicionamiento con NMDA cuando sobreviene un TCE (Moolen ycols.
2012)
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Cabe mencionar que los ensayos clinicos en los que se han utilizado antagonistas
al NMDAR no han demostrado que tengan algun beneficio. Algunos estudios
sugieren que la inhibicion del NMDAR es inocua o incluso perjudicial para la
recuperacion de un TCE o de isquemia (Lees, 1997; Maas y cols., 1999).

En algunos de estos ensayos se ha observado que el bloqueo de los NMDAR,
interfiere con la recuperacién espontanea via procesos de plasticidad, lo que
sugiere que un circuito para ser funcional tiene que activarse y el bloqueo
persistente de los NMDAR, no lo permite (Hoyte y cols., 2004; lkonomidou vy
Turski, 2002). Estos farmacos, incluso pueden obstaculizar la supervivencia
neuronal y la neuro-regeneracion ya que inhiben la funcién del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), esencial para procesos como el neurodesarrollo y la
remodelacion del SNC, asi como para la formacion de los procesos de memoria
(Narayan y cols., 2002).

En la literatura existe un debate considerable sobre las causas de los fracasos de
estos ensayos clinicos con seres humanos. Después de los aparentemente muy
positivos resultados en los modelos animales, varios autores han sefialado que en
los ensayos clinicos con pacientes humanos no se consideraron factores como la
heterogeneidad de la poblacién, la magnitud y localizacion anatdomica de la lesion
y la ventana temporal de la administracion (Morris y cols., 1998; Shohami vy
Biegon, 2012). De hecho, hay ensayos en modelos animales, en donde la
aplicacién de antagonistas de los NMDAR parece tener eficacia si se aplican en
periodos inmediatos al insulto. Se ha observado que pierden eficacia cuando la
aplicacién va mas alla de los 30 a 60 min, aunque esto parece depender del grado
del insulto y en general de si la administracion es 8 horas después del TCE.

En algunos de los ensayos clinicos en que el farmaco se administré dentro de la
ventana terapéutica de 4-6 horas, mostrando un efecto neuroprotector eficaz y
alcanzable (Ginsberg, 2008), y solo en algunos ensayos preclinicos se han usado
farmacos antagonistas de los NMDA dentro de las 24 horas a los 5 dias post-
lesion (Shohami y Biegon, 2012).

El estudio de estas diferencias entre los modelos animales y los ensayos clinicos
ha permitido conocer que posterior a un evento isquémico o un TCE existen
cambios temporales tanto en la activacion de los receptores como en la liberacién
de glutamato, ademas de que existen procesos de desensibilizacién del receptor
NMDA en tiempos cortos, lo que lleva a una pérdida de su funcionalidad que
puede durar semanas (Ogawa y cols., 1991).

A estas observaciones se agregan los resultados de este trabajo, que sefalan que
tanto la expresion del receptor NMDA, como la liberacion del glutamato, dependen
de la hora del dia logrando aminorar o exacerbar los fendmenos de excitoxicidad,
arriba descritos.

4.8. VARIACIONES DIURNAS DEL SISTEMA GLUTAMATERGICO

Los principales procesos biologicos son periodicos. Se observan oscilaciones
periddicas a todos los niveles de organizacion de los organismos, desde las
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células aisladas hasta los organismos completos. Esta periodicidad representa un
fendmeno basico en los sistemas biolégicos que les confiere ventajas funcionales
ante un ambiente externo que es ciclico (Wirz-Justice, 1971; Aguilar-Roblero y
cols., 1982).

Existe una gran gama en la periodicidad de estas oscilaciones, en algunos
procesos el periodo las oscilaciones solo abarcan fracciones de segundo, como
puede ser el disparo de una neurona, o bien pueden presentarse ciclos de uno a
varios dias y hasta de un afo, como en el caso de la hibernacién o la reproduccion
estacional que presentan algunos animales.

En muchos casos, estas oscilaciones se sincronizan con fendmenos ambientales,
como el ciclo luz-obscuridad, que es el resultado de la rotacién terrestre, y de las
estaciones del afno, resultantes de la traslacion de la Tierra; éstos ultimos se
conocen como ritmos circadianos, ya que su periodo se ajusta a una duracién
aproximada de 24 horas, es decir los organismos tienen relojes internos que
marcan estos ritmos. En los organismos complejos, como en el ser humano,
dichos relojes no sélo son centrales (estan en el cerebro), existen ademas relojes
periféricos por ejemplo en el higado, los riflones o el pancreas (Summa y Turek,
2015).

Los ritmos circadianos centrales, en mamiferos, son generados por el sistema
circadiano, conjunto de tejidos con capacidad de oscilar y dirigidos por un reloj
circadiano conocido como nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (NSQ). El reloj
circadiano induce en todos los procesos valores maximos y minimos en un periodo
a lo largo de las 24 horas. Sin embargo, las auto-oscilaciones en distintos tejidos,
los ritmos locales y los ritmos circadianos a nivel celular, muestran que aun en
células aisladas, existe la capacidad de oscilar y expresar cambios periddicos en
su funcion.

Como ya se menciond, las estructuras, externas al NSQ, con ritmos propios se
han denominado osciladores periféricos y existen en practicamente todos los
tejidos estudiados, incluyendo el higado y los pulmones (Maywood y cols., 2007;
Cuninkova y Brown, 2008).

Los ritmos circadianos en la salud y la patologia. El reloj circadiano permite
que ciertos procesos alcancen valores maximos y minimos en un periodo de 24
horas y se ha descrito un reloj de intervalos que puede medir lapsos hasta de una
hora, el primero regula todos los procesos que cuantifican las variaciones de luz a
lo largo del dia y basicamente responde a los comandos y secreciones que emite
el eje retina - NSQ - glandula pineal (Wright, 2002).

En el ser humano, el mantenimiento de los ritmos es necesario para generar
respuestas adecuadas a un ambiente ciclico, si esta ritmicidad se pierde o se
altera se producen trastornos y alteraciones que incrementan la vulnerabilidad a
diversos padecimientos y eventos dafinos (Arent, 1997). Por lo que si se corrige la
alteracion cronobioldgica, el padecimiento o el dafno disminuyen (Arechiga, 1996).

Desde la década de los 60°s del s. XX, se conoce que la respuesta inmune de
ratones expuestos a agentes patégenos depende de la hora en que esto ocurra, lo

29



evidencia de una ritmicidad circadica en la capacidad de infeccion de los
microorganismos Y la respuesta inmune del hospedero (Yoshida y cols., 2014).

Otro claro ejemplo de la importancia de los ritmos circadianos en la salud y la
enfermedad, lo hallamos al analizar la hora de inicio de un evento vascular
cerebral (EVC), que de manera similar al ataque al miocardio, tiene un marcado
ritmo diurno. Numerosos estudios han mostrado que la hora de inicio de los EVC,
asi como de los ataques isquémicos transitorios ocurren preferentemente entre las
6:00 y las 12:00 de la mafana, es decir después de que el sujeto se levanta y
empieza a presentar actividad (Marler, 1993). Incluso se ha reportado que la hora
en la que se induce isquemia cerebral en un modelo animal determina el tamano
de la lesién (Vinall y cols., 2000).

Utilizando a la rata como modelo, nuestro grupo observé una mejor recuperacion
cuando el traumatismo ocurre en las horas de oscuridad respecto a las horas de
luz lo que muestra que la recuperacion por TCE presenta variaciones diurnas,
(Martinez-Vargas y cols., 2006; 2013).

Variacion temporal del sistema glutamatérgico. El glutamato es considerado el
principal neurotransmisor excitatorio, ya que practicamente todas las células
excitatorias son glutamatérgicas y se estima que mas del 50% de las sinapsis del
encéfalo liberan este neurotransmisor. El precursor del glutamato es la glutamina,
la cual es liberada por la glia, capturada en las terminales presinapticas y
metabolizada a glutamato por la enzima glutaminasa. La glucosa también puede
ser convertida en glutamato, por transaminacion del 2-oxoglutarato, intermediario
del ciclo de los acidos tricarboxilicos. El glutamato es empaquetado en vesiculas
mediante transportadores denominados VGLUT, en donde se almacena hasta su
liberacion. Una vez liberado en el espacio sinaptico, el glutamato es recapturado
por transportadores de aminoacidos excitadores (EAAT) y posteriormente
metabolizado (Nestler y cols., 2014).

Como ya senalamos anteriormente, el glutamato liberado activa receptores
especificos de dos tipos, ionotrépicos o metabotrépicos. De los primeros, hay tres
descritos, NMDA, AMPA y kainato, estos receptores son canales selectivos a
calcio, sodio y potasio. En cuanto a los metabotrépicos se han descrito 3 clases
que abarcan desde mGlu 1 hasta mGlu 8 (Rea y cols., 1993)

Hay pocos datos en la literatura que abordan el estudio de la variabilidad diurna
del sistema glutamatérgico y la mayoria s6lo analiza el NSQ. Algunos reportes
sefalan una variacién diurna en la liberacién de glutamato en el NSQ de
hamsteres, con una mayor concentracion durante la ultima parte de la noche
(Glass y cols., 1993), patrén que se preserva en condiciones de oscuridad
continua (Huhman vy cols., 1996). Ademas se ha observado que el RNAm para
GADG65, una de las isoformas de la glutamato descarboxilasa, enzima que cataliza
la descarboxilacion de glutamato para formar GABA, presenta variaciones diurnas
en el NSQ que desaparecen cuando los animales se someten a oscuridad
continua (Huhman y cols.,1996; Wang y cols., 2008).
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También, en el NSQ se presenta una variacion diurna en la expresién de las
subunidades NR2B (Nestler, 2014), NR1 y NR3 del receptor a NMDA, siendo la
menor a las 0 horas y la mayor a las 20 horas (Bendova y cols., 2009).

Mientras que las corrientes de Ca’* evocadas por AMPA presentan una amplia
distribucidén en el NSQ, y un ritmo diurno con un pico durante la noche (Michel y
cols., 2002; 2013), se establece que la comunicacién entre el NSQ derecho e
izquierdo, asi como el grado de sincronizacion de las neuronas de este nucleo
dependen del receptor AMPA, ya que se pierden cuando éste es bloqueado
(Eyigor y Jennes, 1997).

Fuera del NSQ, hay también ejemplos de variaciones diurnas en el sistema
glutamatérgico. El RNAm para el receptor a kainato (KA2), presenta variaciones
diurnas en neuronas GnRHérgicas en hembras, cuyo maximo nivel de expresiéon
depende de la edad de la rata (Yelamanchili y cols., 2006).

También se ha descrito que el transportador vesicular VGLUT1 de glutamato que
principalmente se expresa en corteza cerebral, presenta variaciones diurnas en
vesiculas sinapticas obtenidas de cerebro de ratén (Darna y cols., 2009); este
ritmo no parece depender de la sintesis de VGLUT1, sino mas bien del recambio
vesicular (Corthell y cols., 2012).

A nivel del bulbo olfatorio, identificado recientemente como un oscilador
circadiano, se ha reportado que la funcién del NMDAR, dependiente de la
aplicacién de orexina presenta variaciones diurnas; su actividad se inhibe por
aplicacion de la orexina en el Zeitgeber (ZT) 23 con respecto a ZT 4 y ZT 8. Este
hecho da bases para entender a profundidad la codificacion olfativa, al permitir
entender si los potenciales de accién del bulbo, y por lo tanto las modificaciones
sinapticas que genera, tienen una sincronizacion dependiente de la hora de dia
(Perin y cols., 2014).

Los receptores NMDA, clasicamente, se han considerado fundamentales en los
procesos de memoria y de plasticidad cerebral, en los que el factor energético
juega un papel importante. Se ha reportado recientemente que la funcionalidad de
estos receptores, en el hipocampo de la rata, se relaciona con la liberacion de
orexinas, reguladoras de la homeostasis energética, y que dependen de la hora
del dia y del ciclo suefo-vigilia (Perin y cols 2014).

Aunque es poca la evidencia de como el sistema glutamatérgico varia de manera
diurna, este conocimiento es importante pues permitira entender mejor como
funciona en distintas areas del cerebro, para inducir procesos neuroprotectores
ante eventos que lesionen al cerebro, de manera que se puedan crear
herramientas terapéuticas oportunas y mas efectivas.

Los datos obtenidos por nuestro grupo de trabajo muestran que hay areas
cerebrales donde la expresién de receptores a glutamato como los NMDA varia
dependiendo de la hora del dia. Dada esta variacion diurna, puede proponerse
que en la corteza motora, area analizada en nuestros estudios, hay una mayor
actividad glutamatérgica en el periodo de luz.
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5. JUSTIFICACION

El traumatismo craneoencefalico (TCE) es un problema de salud publica mundial,
y cobra mayor importancia al incrementarse la probabilidad de discapacidad
después de un ingreso hospitalario por TCE. Ademas, el costo que se enfrenta por
las diversas discapacidades es muy alto, se calcula que al menos en Estados
Unidos se gastan 2 mil millones de ddlares anuales.

Entender los procesos de dafio durante un TCE es util para establecer objetivos
terapéuticos mas eficaces y por lo tanto tratamientos oportunos y adecuados,
ademas de mejores y mas eficientes procesos de rehabilitacion. Todo esto
contribuira a disminuir tiempo de recuperacion y costos del padecimiento para los
pacientes, sus familiares y al sector salud.

Tratamientos neuroprotectores que limitan los mecanismos de lesiones
secundarias y/o mejoran la conducta motora, han sido bien establecidos en
multiples modelos animales de TCE. Sin embargo, la implementacion de lo que en
su momento fueron prometedores tratamientos neuroprotectores experimentales a
lesiones humanas ha sido muy decepcionante, ya que ninguno de los tratamientos
farmacolégicos ha resultado en mejoras en la clinica. Tanto cuestiones
conceptuales como diferencias metodoldgicas entre la investigacion preclinica y la
lesion clinica han contribuido indudablemente a estos fracasos.

Los farmacos clinicamente neuroprotectores han llevado a los investigadores a
identificar los blancos terapéuticos potenciales, sin embargo todavia hay otros
factores que no deben pasarse por alto: (1) una comprension inadecuada de los
mecanismos de lesiones secundarias; (2) pruebas preclinicas insuficientes en
modelos de lesiones multiples,cepas,especies (incluyendo gyrencephalic),
géneros y edades; (3) falta de exhaustividad en la investigacion de
farmacocinética y concentraciones cerebrales terapéuticas; (4) analisis adecuado
de la ventana terapéutica y los resultados conductuales clinicamente relevantes;
(5) uso de poblaciones de paciente heterogéneas; (6) tamafo de muestra
inadecuado; y (7) mediciones inadecuadas de los resultados funcionales vy
biomarcadores propuestos.

Mas aun, existen otros aspectos relevantes que se tienen que tomar en cuenta: el
uso de la anestesia en modelos animales, interacciones farmaco-anestésicos; uso
de poblaciones genéticamente idénticas y lesiones simplistas, etc.

Este trabajo se basa en el estudio de una etapa de gran importancia en la
fisiopatologia del TCE que es la excitotoxicidad, provocada por la liberacion del
neurotransmisor glutamato. Con ello, buscamos entender si en el sistema
glutamatérgico existe una variacién diurna tanto a nivel del principal receptor
involucrado en la neurotoxicidad como es el NMDA, asi como en la liberacion del
propio glutamato, lo que podria estar modulando la respuesta neuroprotectora
luego de un dafo.

Los resultados obtenidos en este trabajo, plantean que hay una relacion entre el
momento del dafio y la recuperacién que estd en funcién de la magnitud del
proceso de neurotoxicidad. Esta relacion permitiria establecer ventanas
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terapéuticas con un enfoque dependiente del momento de aplicacion de los
farmacos y procesos, haciéndolos mas eficaces e incluso retomar aquellas
terapias que aparentemente no dieron resultado en principio con mejores
expectativas.

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema glutamatérgico, particularmente los receptores NMDA, son los
principales responsables del proceso de excitotoxicidad en un TCE.

Podria esperarse que si los receptores NMDA y los niveles de glutamato varian
conforme a la hora del dia, el proceso de excitotoxicidad se viera modulado por
esta variacion.

7. HIPOTESIS

Si existe variacion conforme a las horas del dia del sistema glutamatérgico,
entonces ésto modula la susceptibilidad y por lo tanto la recuperacién ante un
TCE.

8. OBJETIVOS

Objetivo General:  Analizar la participacion del sistema glutamatérgico en la
susceptibilidad 'y neuroproteccion del cerebro ante un traumatismo
craneoencefalico en relacion al ciclo luz-obscuridad.

Objetivos Particulares:

1. Analizar la variacion durante 24 horas de los niveles de glutamato en
corteza cerebral de ratas control.

2. Analizar las variaciones durante 24 horas en la expresion del receptor
NMDA en corteza motora de ratas control.

3. Analizar las variaciones diurnas en la expresion del receptor NMDA en
corteza motora de ratas sometidas a TCE a diferentes horas del dia.

9. METODOLOGIA

9.1 ACONDICIONAMIENTO DE LOS SUJETOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas Wistar adultas de sexo masculino de 250 a 300 gramos, las
cuales se mantuvieron en cajas individuales de acrilico (47 x 25 x 21 cm), con
alimento y agua medidos, en condiciones controladas de temperatura y bajo ciclos
de luz-obscuridad de 12:12 horas, con luces encendidas a las 8:00 horas.

Los experimentos con animales fueron aprobados por el comité de ética local
(protocolo 128-2009, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autbnoma de
Meéxico) y conducidos de acuerdo con sus directrices. Los protocolos
experimentales siguieron las pautas de Norma Official Mexicana para el uso y
cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y la eliminacion de
residuos biolégicos (NOM-087-ECOL-1995).
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9.2 INDUCCION DEL TCE

Antes de realizar el procedimiento del TCE, los sujetos experimentales fueron
anestesiados con hidrato de cloral (350 mg/kg, i.p.) y se les sometié a una cirugia
estereotaxica que consistié en abrir la piel del craneo y exponerlo facilitando la
ubicacién de las coordenadas para el sitio de la lesidbn que de acuerdo a lo
descrito en el atlas de Paxinos, las coordenadas 2.0 posterior y -1.4 mm lateral a
partir de bregma, corresponden a la corteza motora.

Para producir TCE se us6 un dispositivo traumatizador disefiado por nuestro grupo
de trabajo, consistente en un piston neumatico controlado mediante un
mandmetro, que mide la presion antes de activar el piston, y consecuentemente
permite controlar la fuerza del golpe. El sistema esta construido en acero
inoxidable y semeja un equipo estereotaxico, por lo que la caida del piston se
puede realizar con precision en la zona del craneo elegida. Para el caso de este
trabajo se us6 una fuerza de 40 libras sobre pulgada cuadrada, produciendo en el
sujeto un TCE de tipo moderado.

9.3 VARIACION DIURNA DEL RECEPTOR NMDA EN RATAS CONTROL

Los sujetos experimentales se mantuvieron en las condiciones de bioterio al
menos 8 dias; posteriormente se dividieron en 5 grupos (n= 6), se les anestesio
con pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) y se sacrificaron a las 9:00, 13:00, 17:00, 21:00,
01:00 o 05:00 horas del dia respectivamente. Se disecaron las cortezas cerebrales
y se congelaron a -70°C hasta su analisis.

9.4 VARIACION DIURNA DEL RECEPTOR NMDA EN RATAS CON TCE

Los sujetos experimentales se mantuvieron en condiciones de bioterio al menos 8
dias; posteriormente se dividieron en 5 grupos (n= 6), se les anestesio con hidrato
de cloral (350 mg/kg, i.p.) y se les indujo TCE a las 9:00, 13:00, 17:00, 21:00,
01:00 o 05:00 horas del dia. Se sacrificaron bajo anestesia con pentobarbital (40
mg/kg, i.p.) 24 horas después del TCE. Se disecaron las cortezas cerebrales ipsi
al TCE y se congelaron a -70°C hasta su analisis

9.5 MEDIDAS DE METABOLISMO MORTALIDAD

Se cuantificaron la ingesta de agua, alimento y pérdida de peso post-TCE de todos
los sujetos experimentales, ademas se contabilizé el nimero de sujetos fallecidos
post TCE. Los datos obtenidos concordaron con lo expuesto en la parte final de
los antecedentes de este trabajo.
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9.6 ESCALA NEUROCONDUCTUAL

Para cuantificar la recuperacion de los sujetos experimentales, posterior al TCE,
se uso la escala de 21 puntos propuesta por Hunter (Hunter y cols., 2000), la cual
a su vez es una modificacién de la propuesta por Bederson (Bederson y cols.,

1986).
PUNTAJE
ESCALA CONDUCTUAL. Hunter
1 Colocacion de la pata 4
El animal se coloca sobre el borde de un banco y cada pata la
coloca cruzada sobre el borde del banco cada que coloca
correctamente hacia atras la pata es un punto.
1 punto
2 Refleios correctos 1
El animal se coloca en posicion supina sobre la palma de la mano, si
el animal regresa espontaneamente a su posicion correcta se le da
un punto.
1 punto
3 Prueba de la barra horizontal 3
Las patas delanteras del animal se colocan sobre una barra, se espera que el animal se
suba a la barra o se cuelgue por 3 seg.
3 puntos Si sube ambas extremidades posteriores a la barra.
2 puntos Si sube una sola extremidad posterior a la barra
1 punto Si el animal solo se cuelga (durante 3 seg)
0 puntos Si el animal se cae
4 Plataforma Inclinada 3
Se coloca al animal con la cabeza hacia abajo sobre una plataforma inclinada 45°
3 puntos Si el animal se rota maximo en 15 seg.
2 puntos Si le toma rotarse entre 15 y 30 seg.
1 punto Si la toma rotarse mas de 30 seg.
0 puntos Si el animal cae o permanece con la cabeza hacia abajo
5 Rotacién 2
El animal se sostiene de la base de la cola y rota en direccion de las manecillas del
reloj, cuando se gira en sentido contrario El animal debe rotar contra lateralmente a la
direccién que se le rota
1 punto Para cada lado que rote al contrario
6 Alcanzamiento visual de la patas delanteras 1
Capacidad del animal para alcanzar un borde con las patas delanteras cuando se
sostiene ligeramente del torso o de la cola
1 punto Por cada colocacioén exitosa de la patas delanteras sobre el borde.
7 Circulacion 1
1 punto No gira en circulos
0 puntos Gira en circulos
8 Reflegjo contralateral 2
1 punto Sin reflejo
0 puntos Con reflejo
9 Motilidad 2
2 puntos Motilidad normal
1 punto Balanceo yno fijo
0 puntos Inmovil
10 Condiciones generales 2
2 puntos Normal (Buena condicion de pelaje, alerta)
1 punto Desalifiado (pelaje sucio, postura encorvada y agresivo)
0 puntos Delgado, débil y poco tono muscular
PUNTAJE TOTAL 21

Tabla 1. Escala neuroconductual propuesta por Hunter y cols.para evaluar la recuperacién post-

TCE.
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La escala abarca aspectos visio-espaciales, reflejos y procesos motores que
pueden ser evaluados mediante 10 maniobras, cada una de ellas tiene un
determinado puntaje, en total se obtienen 21 puntos para un sujeto normal.

9.7 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL NMDAR.

Los tejidos fueron homogenizados con un amortiguador de fosfatos (PBS),
adicionado con inhibidores de proteasas aprotinina y PMSF, utilizando un
sonicador de ultrasonido (ultrasonic homogenizer 4710). Posteriormente se
centrifugaron (600 xg, 10, 4°C) y se desechd el primer precipitado. El
sobrenadante se sometio a una segunda centrifugacion (39,000 xg, 15’, 4°C). Del
segundo precipitado se tom6 una muestra de 2ul para realizar una cuantificaciéon
de concentracion proteica por el método de Lowry (Lowry y cols., 1951).

9.8 ELECTROFORESIS CON GEL DE POLIACRILAMIDA CON SDS (SDS-
PAGE).

Se prepard un gel de poliacrilamida al 7% adicionado con SDS. Se mezcld una
cantidad correspondiente a 60 ug de proteina, de cada una de las muestras, con
amortiguador de proteinas 2x, a una dilucion 1:1. Se utilizaron estandares de
pesos moleculares (GIBCO BRL), los cuales junto con las muestras se calentaron
a 95°C durante 5 min y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min. La
electroforesis se corrid en un gel de 0.75 mm, a 150 V, hasta que el frente de
corrida llegd a aproximadamente 5 mm del borde inferior del gel,
aproximadamente 2 horas.

9.9 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

El patrén de proteinas obtenido se transfiri6 a una membrana de PVDF. La
transferencia se llevd a cabo a 100 V, durante una hora en una camara de
transferencia humeda. Posteriormente la membrana fue cortada en 2 fragmentos,
el fragmento correspondiente a las proteinas de alto PM se utiliz6 para la
deteccion de NMDA y el otro para GAPDH como control de carga. Para la
deteccion de NMDA, la membrana se incubd en una solucion bloqueadora durante
30 min (PBS, Tween 3%, leche libre de grasas al 20% y suero normal de cabra al
6%) con la finalidad de bloquear sitios inespecificos. Posteriormente se adiciono6 el
anticuerpo anti-NMDA-R1 de Abcam (1:1000) y se dejé toda la noche a 4°C. Para
la deteccion de GAPDH, la membrana se incubé en una solucién bloqueadora
durante 30 min (PBS, Tween 3%, leche libre de grasas al 10% y suero normal de
cabra al 2%). Posteriormente se adiciond el anticuerpo anti-GAPDH de Santa Cruz
(1:2000) y se dejo toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se hicieron tres lavados con PBS-Tween, 5 min cada uno; se hizo
una incubacion con un segundo anticuerpo (IgG peroxidado anti conejo hecho en
cabra) (1:2000) durante una hora, a temperatura ambiente (TA). Se lavo
nuevamente con PBS-Tween durante 5 min. La reaccién antigeno-antiCB1-antilgG
fue reconocida adicionando el sustrato Diaminobencidina (DBA) (0.5 mg/ml en
PBS, mas 0.3 u I/ml de peréxido de hidrogeno, al 30%), la DBA es oxidada por la
enzima peroxidasa, permitiéndonos detectar la presencia de NMDA o GAPDH. La
densidad de las bandas fue analizada utilizando el software Quantity One de
Biorad.
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9.10 MICRODIALISIS

Para los experimentos de microdialisis se usdé una n=6 con los sujetos
experimentales en las condiciones descritas anteriormente.

Cirugia animal. Las ratas se anestesiaron con una combinacién de ketamina (100
mg / kg, i.p.) y xilazina (20 mg / kg, i.m.). Se implantdé una canula guia sobre el
ventriculo lateral izquierdo (AP, -0,7; ML, 1,8; DV, 3,8; (Paxinos y Watson, 2013).
Se introdujeron tornillos de acero inoxidable en el craneo sobre la corteza frontal y
el conjunto se fijé al craneo con acrilico dental. Después de la cirugia, los animales
pudieron recuperarse durante 3 dias.

Estos experimentos se hicieron con los animales en libre movimiento mediante un
sistema que tiene una guia de acero inoxidable que se acopla a un eslabdn
giratorio que a su vez se acopla al sujeto experimental, al cual previamente se le
fij6 un tornillo en el craneo con acrilico dental.

Al momento de comenzar la microdialisis se inserté una canula guia fijada también
con acrilico dental, mediante la cual se perfundié continuamente LCR artificial
estéril a un flujo de 2.7 yL/min. Las canulas de microdialisis consisten en un tubo
externo inoxidable de acero y uno interno de fibra de vidrio. La membrana de la
canula es de poliacrilonitrilo de 2.5 mm de largo con un poro de 40,000 D. La
perfusién se llevo a cabo mediante una bomba de infusion Harvard, la recoleccion
se llevd a cabo en tubos eppendorf cada 30 min durante 24 horas. Los dializados
se conservaron a -70°C, hasta su analisis (HPLC-deteccion flurométrica).

Medicion de los niveles de neurotransmisores extracelulares mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El analisis se realiz6 con un
sistema Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) equipado con
un detector de fluorescencia operado a una onda de excitacién de 360 nm y una
onda de emisidén de 450 nm, una bomba binaria, un inyector automatico para las
muestras y un termostato de columna. Las condiciones y caracteristicas
cromatograficas fueron realizadas tal como Henderson y cols. 2001 lo describieron
en detalle con ligeras modificaciones (Henderson y cols., 2001). Para llevar a cabo
el analisis por HPLC, las muestras de microdialisis se diluyeron 1:5 con LCR
artificial, las mezclas se refrigeraron durante 10 minutos y luego se centrifugaron a
14,000 rpm durante 6 min. Los sobrenadantes se filtraron y 15 uL se transfirieron a
viales de color ambar con tapas de rosca y se almacenaron en la unidad de
muestreador refrigerado del sistema de HPLC. El procedimiento de deteccion de
aminoacidos libres fluorométricos requiri6 de OPA (o-ftalaldehido y acido 3-
mercaptopropionico en tampon de borato Agilent Technologies) para su
derivatizacién y una columna de 3,0 mm de fase inversa (Zorbax Eclipse AAA,
Agilent Technologies) con solucion acuosa A (fosfato dibasico 0,1 M, agua Milli-Q
disuelta) y solucion de disolvente acuoso B (acetonitrilo, metanol, agua Milli-Q 4-:
4,5: 1) a un flujo de 0,5 mL / min. Dentro de cada lote de analisis, se incluyeron 1.9
MM de la solucidén estandar de 18 aminoacidos y un control interno (muestra
normal de microdialisis y estandar 1:1 de 1.9 pM) como referencia de
cuantificacion de medicién de altura de pico y control cuantitativo.
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9.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos, tanto de los ensayos de WB como de la microdialisis se
analizaron mediante ANOVA de uno y dos factores y pruebas post-hoc de Tukey
(p< 0.05) utilizando el programa SPSS. Los datos conductuales se analizaron
mediante una prueba de Kruskall-Wallis y Kolmogorov-Smirnov como post hoc.

10. RESULTADOS

10.1 RESULTADOS CONDUCTUALES

Resultados previos de nuestro laboratorio, muestran que la recuperacion
conductual, en un modelo de rata, varia dependiendo de la hora en que se efectue
el proceso traumatico. Concretamente si el TCE se induce en las horas de
obscuridad, es mejor la recuperacion conductual.

Los siguientes resultados fueron obtenidos en nuestro laboratorio y también
sirvieron de base para la tesis de maestria en Ciencias Biologicas del médico
cirujano Julio Morales Gémez; en ellos se muestra el efecto del TCE provocado a
diferentes horas, en parametros como la mortalidad, la pérdida de peso y la
evaluacion de la recuperaciéon motora mediante una escala neuroconductual.

Figura 9. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre la pérdida de peso corporal posterior a un TCE. Las
barras representan el promedio + ee de la disminucidén de peso corporal a las 24 horas después de
un TCE inducido a diferentes horas del dia. El tamafo de muestra varia entre 16 y 19. Las barras
con letras iguales no son estadisticamente diferentes, analisis de varianza de una via y Duncan
como post hoc.

Estos resultados muestran que la pérdida de peso ocasionada por el TCE varia
dependiendo de la hora en que éste se ocasiona, como puede apreciarse en la
figura 9; en donde se observa que las ratas sometidas a un TCE a las 21:00 horas
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presentan una pérdida de peso significativamente menor que aquellas sometidas a
un TCE a las 9:00, 13:00 o 17:00 horas.

Esto es un primer indicio de que la recuperacién ante un TCE, es modulada por la
hora del dia en que produce dicho evento.

Como se describe en la metodologia, para evaluar la recuperacion a diversos
niveles neuroldgicos, utilizamos una escala que en cierta proporcion se asemeja a
la escala de Glasgow, utilizada en humanos.

La figura10 muestra la ejecucion de la prueba neuroconductual para evaluar el
dafno ocasionado por el TCE, como se aprecia depende de la hora en que éste
ocurrid; se puede observar que las ratas sometidas a TCE a las 21:00 y 1:00 horas
tienen un puntaje significativamente mayor que aquellas en las que el TCE se
indujo a las 9:00 o a las 13:00 horas

Figura 10. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre el dafio neuroconductual ocasionado por TCE. Las
barras representan el promedio + ee del puntaje obtenido en la ejecucion de una prueba
neuroconductual (Hunter y cols, 2000) a las 24 horas después de un TCE inducido a diferentes
horas del dia. El tamafio de muestra varia entre 16 y 19. Las barras con letras iguales no son
estadisticamente diferentes, Kruskall-Wallis y Kolmogorov-Smirnov como post hoc

Finalmente cuando cuantificamos la mortalidad ocasionada por el TCE también
observamos que varia dependiendo de la hora en que éste ocurra, como puede
apreciarse en la figura 11. No alcanza a ser estadisticamente significativo si
consideramos todas las horas analizadas (x%s = 7.67; p = 0.175), ya que esta
prueba estadistica requiere tamafnos de muestra muy grandes. Sin embargo, si
juntamos los datos por fase del ciclo luz-oscuridad encontramos una disminucion
estadisticamente significativa en la mortalidad ocasionada por el TCE cuando éste
se induce en las horas de oscuridad (x% = 4.42; p < 0.035).
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Figura 11. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre la mortalidad ocasionada por un TCE. Las barras
representan el porcentaje de mortalidad observado en un periodo de 24 horas ocasionado por un
TCE inducido a diferentes horas del dia. El tamafio de muestra varia entre 18 y 24. No se observan
diferencias estadisticamente significativas, x’s.

10.2 RESULTADOS SISTEMA GLUTAMATERGICO Y AMINOACIDOS

Se examiné la expresion de la subunidad NMDAR NR1 en la corteza cerebral de
las ratas sacrificadas en seis diferentes horas del dia con el fin de analizar si las
diferencias en la recuperacion post-TCE se correlacionaban con la expresion del
receptor NMDA en la corteza cerebral de rata. En ratas control, encontramos que
la expresion de la subunidad NMDAR NR1 fue mayor a las 09:00 h y a las 13:00 h
en comparacion a las 21:00 h (Fig 12a).

Al comparar la expresiéon de la subunidad NMDAR NR1 en ratas control con ratas
sometidas a TCE, observamos que el TCE indujo una reduccioén significativa de la
expresion de NMDAR en la corteza cerebral (Fig 12b). Sin embargo, esta
reduccion depende del tiempo de inducciéon del TCE. Utilizando un analisis de
varianza de 2 factores, encontramos efectos estadisticamente significativos para el
grupo experimental, para el tiempo de induccion del TCE, asi como para la
interaccién de estos factores (Fig 12c). EI TCE inducido a la 01:00h y a las 09:00 h
redujo la expresion de NR1 respecto a los sujetos control, pero los inducidos en
otros momentos no lo hicieron (Fig 12c y d).
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Figura 12. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre la expresion de la subunidad NR1 del NMDAR en
corteza cerebral. a) Las barras representan el promedio + ee de la expresion del receptor de
NMDA durante 24 horas al dia, para el grupo de control; n = 6; *P <0,05 (ANOVA de dos vias y
Tukey como post hoc). b) Las barras representan el promedio + ee de la expresion del receptor de
NMDA para todos los sujetos control (barra blanca) y aquellos sometidos a TCE (barra negra); *P
<0,05 (t de student). c) Las barras representan el promedio + ee de la expresion del receptor de
NMDA durante 24 horas al dia, para el grupo de control (barras blancas) y para los sujetos
sometidos a TCE (barras negras) a diferentes horas del dia; *P <0,05 para el grupo control; P
<0,05 para el grupo con TCE; &p <0,05 para el grupo TCE comparado con el control a la misma
hora.

Otro aspecto importante en el estudio del sistema glutamatérgico es conocer los
niveles del glutamato a lo largo de las 24 horas , para ello se recurrié a la técnica
de microdialisis, los resultados se muestran en la siguiente figura, resaltando que
esta técnica permitié ademas conocer los cursos temporales de liberacion de otros
neurotransmisores.
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Figura 13. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de glutamato en la corteza motora
cerebro de rata. Las barras representan el promedio + ee de los niveles de glutamato. Se puede
observar que en las primeras horas del dia los niveles son bajos, pero a partir de las 12:30 h
comienzan a incrementarse, alcanzado significancia estadistica a las 20:00 h con respecto a los
datos de las 8:00 h a las 12:00 h. *P <0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc).
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Figura 14. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de aspartato. Las barras representan el
promedio + ee de los niveles de aspartato. Se muestra que existe un pico de liberacién a las 13:00

h, que es significativamente diferente al resto de las mediciones. *P <0,05 (ANOVA de un factor y
Tukey como post-hoc).

Hay que destacar los cursos temporales de liberacién tanto de GABA como de
glicina, el primero por ser un neurotransmisor inhibitorio, que se opondria al efecto

excitador del glutamato y el segundo por ser parte de la funcionalidad del receptor
NMDA.

También es interesante el comportamiento de los niveles de la glutamina, que es
sillar importante en la formacion tanto de glutamato como de GABA.
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Figura 15. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de GABA en el cerebro de rata. Las
barras representan el promedio + ee de los niveles de GABA. Se muestra un incremento

estadisticamente significativo a las 13:00 hs, respecto a los datos de las 8:00 a las 12:00 hs. *P
<0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc).
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Figura 16. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de glicina en cerebro de rata. Las barras
representan el promedio + ee de los niveles de glicina. Se observa un pico de liberacion a las 13:00

hs, el cuales significativamente diferente, con respecto a los datos de las 4:00 a las 11:30 hs. *P
<0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc).
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Figura 17. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de glutamina en cerebro de rata medidos
por microdialisis durante 24 horas. Las barras representan el promedio + ee de los niveles de
glutamina. Se observa un incremento en los niveles entre las 13:30 h y 20:00 h significativamente

diferente, con respecto a los datos de las 4:00 a las 12:00 hs. *P <0,05 (ANOVA de un factor y
Tukey como post-hoc).

El resto de nuestros resultados de microdialisis, se presentan agrupados en tres
secciones, fenilalanina y tirosina, que como se discutira tienen implicaciones en la
formacion de acetilcolina y la conducta motora, los llamados aminoacidos
ramificados que se han propuesto como biomarcadores de TCE vy finalmente el
resto que involucra aminoacidos como citrulina, histidina o triptéfano que tienen
implicaciones en el metabolismo celular y en la formacion de diversas proteinas.

Fenilalanina y tirosina. Estos aminoacidos son sillares importantes para la

formacién de catecolaminas, a continuacion se muestran sus niveles durante 24
horas en cerebro de rata.
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Figura 18.- Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de fenilalanina y tirosina en cerebro de
rata. A) Las barras representan el promedio + ee de los niveles de fenilalanina. Se observa un pico
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en los niveles a las 20 horas, significativamente diferente respecto a las 8:30, 9:00 y 10:30 h. *P

<0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc). B) Las barras representan el promedio + ee
de los niveles de tirosina.

Aminoacidos ramificados. Actualmente los aminoacidos denominados
ramificados (isoleucina, leucina y valina) se han examinado tanto en humanos que
han sufrido un TCE, como en modelos animales; encontrandose cambios a partir

del evento traumatico, pero también cierto efecto neuroprotector a partir de
suplementarlos en la dieta.

A continuacién se presentan los resultados en los niveles de los aminoacidos
ramificados, medidos durante las 24horas del dia en cerebro de rata.
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Figura 19. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de los aminoacidos ramificados (leucina,
isoleucina y valina), medidos durante 24 horas en cerebro de rata. A) Las barras representan el
promedio + ee de los niveles de isoleucina. Se observa un pico a las 20:00 horas estadisticamente
diferente de las 8:30 hs; *P <0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc). B) Las barras

representan el promedio + ee de los niveles de leucina. C) Las barras representan el promedio +
ee de los niveles de valina.

Otros aminoacidos. El resto de los aminoacidos analizados se presentan en tres
grupos el primero son alanina, triptéfano, serina e histidina, un segundo grupo
muestra los niveles de metionina, arginina y treonina y por ultimo se presentan
citrulina y asparagina.
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Figura 20. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de alanina, triptofano, serina e histidina,
medidos durante 24 horas en cerebro de rata mediante microdialisis. A) Las barras representan el
promedio + ee de los niveles de alanina. Se observa un incremento en los niveles entre las 16:00 y
20:00 horas estadisticamente diferente de los valores de las 8:30 a 9:30; *P <0,05 (ANOVA de un
factor y Tukey como post-hoc). B) Las barras representan el promedio + ee de los niveles de
triptofano. C) Las barras representan el promedio + ee de los niveles de serina. Se observa un
incremento en los niveles entre las 16:00 y 20:00 hs estadisticamente diferente del resto de las
horas; *P <0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc). D) Las barras representan el
promedio + ee de los niveles de histidina. Se observa un incremento en los niveles entre las 12:30

horas estadisticamente diferente de los valores de las 4:00 a 9:00 hs; *P <0,05 (ANOVA de un
factor y Tukey como post-hoc).
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Figura 21. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de metionina, arginina y treonina,
medidos por microdialisis en cerebro de rata durante 24 horas. A) Las barras representan el
promedio + ee de los niveles de metionina. Se observa un incremento en los niveles entre las
16:00 y 20:00 horas estadisticamente diferente de los valores de las 8:30 a 9:30; *P <0,05 (ANOVA
de un factor y Tukey como post-hoc). B) Las barras representan el promedio + ee de los niveles de
arginina. Se observa un incremento en los niveles a las 16:00 hs estadisticamente diferente de los
valores de las 8:30; *P <0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc). C) Las barras
representan el promedio + ee de los niveles de treonina. Se observa un incremento en los niveles

entre las 16:00 y 20:00 horas estadisticamente diferente de los valores de las 8:00 a 12:00; *P
<0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc
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Figura 22. Efecto del ciclo luz-oscuridad sobre los niveles de citrulina y aspargina, medidos por
microdialisis en cerebro de rata durante 24 horas. A) Las barras representan el promedio + ee de
los niveles de citrulina. Se observa un incremento en los niveles a las 20:00 horas estadisticamente
diferente de los valores de las 8:30 a 10:30; *P <0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-
hoc). B) Las barras representan el promedio + ee de los niveles de aspargina. Se observa un
incremento en los niveles a las 20:00 horas estadisticamente diferente de los valores de las 4:00 a
12:00; *P <0,05 (ANOVA de un factor y Tukey como post-hoc).

11. DISCUSION

La respuesta neuroprotectora del cerebro frente al dafio es mayor en las horas de
oscuridad. Existen reportes de la literatura en los que se describen que, en
humanos, existe un ritmo diurno en el inicio de un accidente vascular cerebral, asi
como en el ataque al miocardio (Marler, 1993).

Incluso en modelos de isquemia en rata se han descrito diferencias en el dano
causado si ésta se induce en las horas de oscuridad en comparaciéon con las
horas de luz (Vinall y cols., 2000; Tischkau y cols., 2007).

Estos datos apoyan la teoria de que la respuesta neuroprotectora no es constante
si no que tiene fluctuaciones a lo largo de las 24 horas del dia, siendo esta una
pauta para evaluar que tipo de intervencién es mas oportuno para disminuir el
dafo producido por un TCE, dependiendo de la hora en que haya ocurrido.

Nuestros datos muestran que el comportamiento del sistema glutamatérgico, a
nivel de corteza cerebral de la rata tiene una variacion a lo largo de las 24 horas
del dia, tanto en la expresion del NMDA como en los niveles de glutamato. Estos
hallazgos podrian jugar un papel importante en la neuroproteccion y por lo tanto
en la recuperacion frente a un evento danino como un TCE.

El efecto excitotoxico del glutamato, mediado basicamente por los receptores
NMDA, esta plenamente comprobado (Shohami y Biegon, 2012), pero como
hemos mencionado a lo largo de este trabajo, la recuperacion post-TCE depende
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de la hora en que se dio el evento, por ello decidimos analizar el curso temporal de
la expresion de este receptor a lo largo del dia, lo que estaria modulando el efecto
excitotéxico.

La gran mayoria de las investigaciones al respecto se centran en la respuesta del
receptor NMDA ante el dafio, estableciendo que su sobreexpresion tiene un papel
crucial en diversas patologias adicionalmente al TCE, incluyendo isquemia e
incluso algunas enfermedades psiquiatricas (Choi y Rothman, 1990; Faden y cols.,
1989; Linch y Dawson, 1994). Sin embargo, los estudios previos no analizaron
modificaciones en la expresion de este receptor a largo del dia y nuestros
resultados sefialan que existen cambios en su expresion a lo largo de las 24
horas. Este hallazgo es importante porque, como mencionamos la sobreexpresion
de este receptor, luego de un dafo, esta involucrada con el proceso de
excitotoxicidad. Si la expresion varia a lo largo de las 24 horas del dia, pudiera ser
un factor que module ya sea a la alta o a la baja, dicho proceso, y esto nos estaria
indicando incluso que existen ventanas en donde las acciones neuroprotectoras ya
sean endogenas o exdégenas actuarian con mayor eficacia. Por ejemplo, en un
momento en donde la expresion del receptor es alta, su sobrexpresion luego de un
TCE, ocasionaria un mayor dafo, disminuyendo el efecto de las acciones
neuroprotectoras. En cambio, si la lesidon ocurre en un momento en donde la
expresion del NMDA esta disminuida, el efecto excitotdxico pudiera ser menor,
permitiendo que los mecanismos neuroprotectores sean mas eficaces. Por otro
lado, esto abre una posibilidad importante para la terapéutica utilizada para un
TCE, por ejemplo para los bloqueadores del NMDA, si se considera que existe un
curso temporal en la expresion de este receptor, entonces debieran de usarse a
diferentes dosis dependiendo de la hora del dia; es decir, las ventanas
terapéuticas deberian considerar esta variacion diurna con lo que se podria
mejorar significativamente su eficacia.

Este conocimiento podria explicar en parte, porqué muchas de las estrategias
empleadas con éxito en modelos animales, no son eficaces cuando pasan a los
estudios clinicos. Shohami y Biegon (2012) postulan que el uso de ciertos
farmacos con fines neuroprotectores, pudiera no ser efectivo, debido al tiempo en
que se aplique y al momento en que se produce el dafio, de acuerdo con nuestros
datos, la expresion del receptor NMDA muestra una tendencia a ser mayor en
horas de la tarde, lo que implicaria que el ajuste de las dosis de farmacos que por
ejemplo intentaran bloquearlo debieran considerar este curso temporal.

Por otra parte, los experimentos de microdialisis muestran que la liberacion de
glutamato monitoreada durante las 24 horas del dia, exhibe un ritmo diurno, es
decir con picos y valles que se presentan de pendiendo de la hora del dia.
Observamos que en las primeras horas de la fase de luz, los niveles son bajos,
pero a partir de las 12:30 comienzan a incrementarse, alcanzado un pico a las
20:00 horas, cuando comienza la fase de oscuridad (figura 13).

Esto nuevamente muestra que el sistema glutamatérgico tiene variaciones
diurnas, que lo vuelven dinamico y que proporcionan ventanas temporales para
conocer mas acerca de como se da la interaccion entre el glutamato y sus
receptores.
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Si observamos los resultados de la expresidon del NMDA vy liberacion del
glutamato, encontramos que existen horas en donde la liberacion aumenta pero la
expresion del receptor baja, esto pudiera explicarse, por fendmenos de regulaciéon
a la alta y a la baja, esto se ha descrito por varios autores y en diversas areas del
cerebro, como la corteza y el hipocampo (Costa, 1989; Ekonomou y Angelatou,
1999; Cercato y cols., 2017).

De tal forma que la liberacion del glutamato y la expresién del NMDA, estarian
balanceando la accion del sistema glutamatérgico. Como se sabe, la activacion del
receptor NMDA por glutamato, genera la entrada de calcio, e induce por un lado
una despolarizacion que a su vez favorece la entrada de mas calcio a través de
los canales voltaje dependientes tipo L y, por otro lado, el aumento de su
concentracion intracelular, lo que desencadena procesos tanto a nivel
citoplasmatico como a nivel nuclear, ya que el calcio es capaz de actuar en ambos
niveles. La duracion y amplitud del incremento intracelular de calcio es una sefal
para la activacion de factores de transcripcidén (Dolmetsch y cols., 1997), por otra
parte la localizacion a nivel subcelular del incremento de calcio es otro factor que
modularia que via debe ser activada (Bading y cols., 1997).

El incremento de calcio, a nivel nuclear o bien en la vecindad del nucleo induce
activaciéon del CREB (cAMP Reponse Element Binding protein), a su vez eso
activa al SER (serum response element), ambos activan la transcripcién de una
serie genes y posteriormente la sintesis de diversas proteinas como los propios
receptores NMDA y también las llamadas proteinas reforzadoras de sinapsis; es
decir habria una “regulacion a la alta” (Bading y cols., 1997; Hardingham y cols.,
1997; Fields, 2005)

Por otra parte, un exceso en el nivel del neurotransmisor, generalmente es una
sefal para disminuir el numero de receptores. Normalmente lo que ocurre es la
internalizacion del complejo ligando-receptor, lo cual es una sefal que activaria
factores represores, los cuales bloquean la accion de la RNA polimerasa, impiden
la transcripcion y con ello se daria una disminucion de la sintesis del receptor
(Nelson y Cox, 2009).

Nuestros datos muestran que tanto la expresion del NMDAR como la liberacion de
glutamato varian a lo largo de las 24 horas del dia, lo cual podria mostrar una
regulacion a la baja o a la alta del sistema, esto porque explicaria los cambios
adaptativos del sistema glutamatérgico dependiendo de la temporalidad; lo cual es
critico para la funcién sistema nervioso.

Dentro de nuestros resultados obtenidos mediante los experimentos de
microdialisis, destacan el curso temporal de la liberacién de aspartato, GABA y
glicina. En el caso del primero, poco se ha documentado que participe en
procesos de excitotoxicidad, de hecho recientemente se ha encontrado que la
aplicacion de aspartato de potasio por via intraperitoneal a ratas sometidas a TCE
en un modelo de impacto cortical controlado, atenua el dafio causado por el TCE.
En estos estudios reportaron que el dano cortical se reduce de manera dosis
dependiente, se reduce la actividad de la ATPasa Na-K, lo que disminuye el caos
metabodlico producido por el TCE; también se atenua el dafio de la barrera
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hematoencefalica y se reduce el edema cerebral (Gu y cols., 2016). Sin embargo,
nuestros resultados muestran que el aspartato presenta un pico a las 13:00 horas,
tiempo en el que observamos o detectamos mayor dafio en los individuos con
TCE, en este caso pudiera ser que la excesiva liberacion del aspartato también
contribuya al dafio y no a la neuroproteccion.

Otro dato importante surgido de la evaluacion de la microdialisis, es el curso
temporal de liberacién del GABA. Como se sabe, el GABA es el neurotransmisor
inhibidor clasico del sistema nervioso central, y si se observa la grafica respectiva,
se nota un pico de liberacion también a las 13:00 horas. Esto podria explicarse
considerando que a esa hora se presenta el pico de aspartato y el glutamato
empieza a incrementar, por lo que el GABA debiera liberarse justo para no permitir
eventos de tipo excitotoxico, es decir como una compensacion a la excesiva
liberacion los neurotransmisores excitatorios, pero dado que esto solo seria para
seguir manteniendo un balance, no es suficiente para generar neuroproteccion al
momento del dafio.

Con respecto al perfil de glicina, este aminoacido también presenta elevaciones en
sus niveles a las 13:00 horas, lo cual pudiera ser significativo, ya que recordemos
que también el receptor NMDA requiere tener glicina para ser funcional, es decir
es coagonista del glutamato (Nestler y cols., 2014).

Finalmente, los resultados del presente trabajo de tesis aportan conocimiento para
dar una posible explicacion al trabajo previo de nuestro laboratorio, donde
mostramos que la recuperacion ante un TCE es dependiente del momento del dia
en el que se induce, existiendo una mejor recuperaciéon en sujetos experimentales
en los cuales el dafo se generd en horas de obscuridad (Martinez-Vargas y cols.,
2006). Aqui mostramos que existe una mayor liberacion de glutamato en horas de
obscuridad, pero se tiene una menor expresion del receptor NMDA y menores
niveles de glicina, por lo tanto el proceso de excitotoxicidad puede verse atenuado
por este hecho. Ademas, el aumento en la liberacion del glutamato podria modular
esta baja expresidén del receptor por un proceso de regulacion a la baja (down
regulation) (Oster y cols., 1993; Resink y cols., 1996), mientras que la disminucién
en la liberacion podria condicionar una regulacion a la alta (up regulation)
(Ekonomou y Angelatou, 1999).

Nuestros datos sugieren una posible modulacién de la excitotoxicidad, por efecto
de la variacion del sistema glutamatérgico, aunque habria que hacer las
determinaciones correspondientes. Faltarian por abordar algunos aspectos, por
ejemplo, que una mayor expresion de los NMDAR, a cierta hora del dia, implicaria
mayor ingreso de calcio y sodio a la célula, lo que a su vez supone que los
receptores expresados son funcionales. Seria muy interesante establecer
mediante analisis electrofisioldgicos, si la funcion de estos receptores varia a lo
largo de las 24 horas del dia, lo que nos daria una idea clara de la funcionalidad y
no solamente de la expresion del receptor, abriendo asi una perspectiva de
investigacién a partir de nuestros resultados.

La glia también contribuye en modular la funcion del sistema glutamatérgico, y
también seria interesante el conocer como se afecta este tipo celular en un TCE y
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si esto contribuye a la excitotoxicidad. Al respecto, dentro de los anexos de este
trabajo se incluyen dos revisiones que abarcan de manera colateral este tema
(Martinez-Tapia y cols., 2018a y Martinez-Tapia y cols., 2018b).

Por otra parte, con estos datos se podrian retomar varias estrategias
neuroprotectoras tanto farmacoldgicas como terapéuticas, pero con la vision de
que hay ventanas temporales, las cuales hay que conocer para establecer una
mayor efecto neuroprotector. Al respecto nuestro grupo trabaja con minociclina, un
antibiético con propiedades antiinflamatorias, el cual se esta usando justo en horas
con mayor expresion del receptor NMDA; también nuestro grupo acaba de reportar
el uso de estimulacion magnética transcraneal, en un modelo de rata, para
conocer si se potencia la recuperacion ante un TCE (Verdugo-Diaz, y cols., 2017).

Resultados de microdialisis. En cuanto a los datos de microdialisis, es
importante mencionar que se encontraron varios datos interesantes. Ademas de lo
que ya se menciond con respecto a glutamato, GABA, aspartato y glicina,
debemos resaltar nuestros datos de fenilalanina y tirosina, que como se muestra
en la figura 18, ambos aminoacidos tienen niveles elevados alrededor de las 20:00
horas, justo la hora en la que por las condiciones en las que estan los sujetos
experimentales, deben entrar en actividad. Recordemos que tanto la fenilalanina
como la tirosina, son coo-sustrato para la tirosina hidroxilasa (TH), enzima
limitante en la formacién de catecolaminas, no existe ningun reporte de los niveles
de estos aminoacidos durante las 24 horas del dia, sin embargo si hay
concordancia con algunos autores que muestran que hay justo una elevacion en
las horas de obscuridad (Leyton, 2000).

Fenilalanina y tirosina ademas de ser sustratos para la sinteis de catecolaminas
son ligandos del receptor GPR139, el cual es un receptor huérfano acoplado a
proteina G y es expresado en el cerebro, en particular en la habénula, el
hipotalamo y el cuerpo estriado, que puede desempefiar un papel en la actividad
locomotora. (Dvorak, 2014; Liu y cols., 2015). Este receptor esta involucrado
ademas en muchos procesos fisioldgicos vy fisiopatoldgicos, que tienen que ver
con la vision, la neurotransmisién y la respuesta inmune, ademas de ser blanco de
varias drogas (Lagerstrom y Schioth, 2008).

El perfil de variacion diurna de la fenilalanina y la tirosina abre nuevas
posibilidades de investigacién para conocer mejor las funciones a nivel cerebro de
estos aminoacidos, asi como para considerar nuevas ventanas terapéuticas en
diferentes padecimientos neuroldgicos en los que estén involucrados como la
hiperfenilalaninemia (Nohr y cols., 2017) y posiblemente algunos procesos de
neuroproteccion.

En cuanto a los aminoacidos ramificados: valina, leucina e isoleucina (BCAA, por
su siglas en inglés) es importante mencionar que recientemente se ha reportado
que sus niveles en plasma y en hipocampo descienden luego de un TCE (Cole y
cols., 2010, Jeter y cols., 2013), y su suplementacién en la dieta, ha generado
efectos neuroprotectores, tanto en humanos como en modelos animales; por
ejemplo se ha observado restablecimiento de sus niveles en hipocampo ademas
de la recuperacion de la funcién cognitiva (Cole y cols., 2010). Mientras que otros
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autores han demostrado recuperacion del ritmo suefo-vigilia en ratones con TCE
luego de 12 dias de una dieta rica en estos aminoacidos (Lim y cols., 2013).

Nosotros encontramos que los niveles de estos aminoacidos varian a lo largo de
las 24 horas del dia y que presentan un nivel mayor a las 20:00 hos, lo cual podria
ofrecer una mejor perspectiva para su uso mas preciso en tratamientos post-TCE.

Del resto de aminoacidos cuyo nivel se analizé mediante microdialisis, se discutira
de manera somera los resultados encontrados.

Alanina. La alanina es uno de los aminoacidos que presenta cambios circadianos
en diversos tejidos y plasma, ademas de considerarse una nueva sustancia
fisiolégicamente activa y / o un biomarcador. Los cambios en las concentraciones
de L-alanina durante el dia y noche no se han reportado; salvo para D-alanina en
plasma de ratas (Morikawa y cols., 2003; 2008), mientras que en raton fueron
descritos en plasma, hipofisis, rifon pancreas y orina. En plasma los cambios
medidos presentan un maximo a las 13 horas y un minimo a la 01:00 horas,
mientras que en ratas pasa algo similar. Estos resultados sugieren que los
cambios dia-noche en los niveles de alanina se observarian ampliamente en los
mamiferos (Karakawa y cols., 2013), en nuestro caso efectivamente encontramos
una variacién a lo largo del dia, con un elevaciones también justo a partir de las 13
horas pero con un marcado pico a las 20 horas.

Triptéfano. En lo que respecta al triptéfano, este es un aminoacido esencial que se
encuentra en muchos alimentos a base de proteinas (Friedman y Levin, 2012) en
general en la dieta con carnes, productos lacteos, frutas y semillas. Comidas con
alto indice glucémico aumentan la disponibilidad de triptéfano (Herrera y cols.,
2011). Los niveles de triptéfano en plasma estan determinados por un equilibrio
entre la ingesta dietética (Young y cols., 1971) y su eliminacion del plasma. Posee
un papel esencial en la biosintesis de proteinas (Richard y cols., 2009). Ademas el
triptéfano es un precursor de un gran numero de los metabolitos, en particular las
kinureninas, la melatonina y el neurotransmisor serotonina.

Recientemente se ha observado que la manipulacion de las concentraciones de
triptéfano, precursor de serotonina, influyen en en el estado de animo y la
cognicion. Si los niveles de triptéfano son bajos hay baja serotonina y esto
contribuye a un bajo estado de animo. Una manipulacion biolégica o genética que
induce una disminucién de la serotonina, disminuye el estado de animo (Jenkins y
cols., 2014). Ademas, se sabe que existe una influencia de la microbiota intestinal
en el comportamiento. Hay una regulacién del triptéfano y de la serotonina en el
intestino por la microbiota residente y estudios recientes muestran que la
microbiota intestinal baja o nula modifica niveles de triptéfano y serotonina, lo que
a su vez modifica el comportamiento central de orden superior. Los tratamientos
para los trastornos cognitivos y del humor son motivo de constante investigacion.
El hecho de que la microbiota intestinal tenga influencia central abre nuevas
posibilidades en el tratamiento de trastornos cerebrales como autismo, ansiedad y
depresion (Herrera y cols., 2011; Mayer y cols., 2014).

Aunque nuestros resultados muestran que el triptéfano no se modifica de manera
significativa, si se aprecia que hacia las horas de la noche los niveles aumentan.
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Este hecho podria ser tomado en cuenta, justamente para que las perspectivas
antes sefaladas puedan dar mejores resultados (ver figura 20).

Serina. La serina es un aminoacido no esencial aunque el cuerpo no produce lo
suficiente para los requerimientos diarios, su sintesis a nivel central es importante
para la formacién de glicina y de cisteina. Fisiolégicamente hablando es el
componente de las proteinas que tienden que fosforilarse, y actualmente se le
asignan papeles neuroprotectores (Metcalf y cols., 2018).

La serina se ha medido en pacientes con algunas enfermedades como
neuropatias, Alzheimer y esclerosis amiotrofica lateral (ALS) (Hirano vy
Zimmerman, 1962). También en pacientes con temblores esenciales; sus
concentraciones estan disminuidas tanto en suero sanguineo como en LCR, lo
que sugiere anomalias en la via biosintética (Mally y cols., 1996). La neuropatia
sensorial hereditaria tipo 1 (HSN-1) es una enfermedad hereditaria dominante que
conduce a la degeneracioén progresiva de DRG y neuronas motoras (Hirabayashi y
Furuya, 2008).

La restitucion de este aminoacido via dieta parece ser una terapia a considerar
para tratar estas enfermedades. Pero si ademas se toma en cuenta el curso
temporal que describen nuestros datos durante las 24 horas del dia y en donde se
puede apreciar la variacion en la liberacién de este aminoacido (ver figura 20), se
podrian hacer ajustes en estos tratamientos para que resulten mas eficaces.

Histidina. Nuestros resultados muestran que los niveles de histidina cambian
durante las 24 horas (figura 20), presentandose niveles elevados de manera
significativa durante el mediodia.

Son escasos los reportes que muestran el anadlisis de los niveles de este
aminoacido en el cerebro. Dentro de disponible, hay que destacar que la histidina
es el precursor de la histamina y mediante la accion de la histidina descarboxilasa,
recientemente se ha reportado que las células que contienen dicha enzima se
presentan en un 34 % mas durante la noche en hipotalamo lateral de ratén, lo que
pudiera estar asociado a un aumento en la sintesis de histamina, y esto a su vez
estar regulado con el suefio, ya que en pacientes con narcolepsia el numero de
neuronas con histidina descarboxilasa esta aumentado (Mc Gregor y cols., 2017).
Nuestros datos muestran que existe un nivel mayor de histidina durante las horas
del dia (ver figura 20), lo que podria deberse a que la tasa de activacion de la
enzima esta cambiando y por lo tanto la formacién de histamina y esto de alguna
forma ayuda a preservar la relacién vigilia-suefio a través de la interaccién con las
hipocretinas (McGregor y cols., 2017).

El resto de los aminoacidos cuyos niveles también fueron determinados en
nuestros experimentos de microdialisis seran discutidos de manera breve, dado
que todavia el conocimiento sobre sus funciones a nivel cerebral se sigue
investigando.

Sin embargo sus funciones estructurales le confieren importancia a nuestros
hallazgos dado que pudieran representar oportunidades de investigacion en
procesos de sintesis de proteinas cuya funcidon sea importante en el sistema
nervioso o bien en procesos de nutricion.
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Metionina. Nuestros resultados muestran un perfil de metionina con un pico a las
20 horas y un marcado descenso a partir de las 4 horas el cual se mantiene hasta
las 16 horas (ver figura 21), es probable que esto se deba a que en la etapa de
actividad sea requerido para formar carnitina o taurina.

Junto a la cisteina, la metionina es uno de los dos aminoacidos proteinogénicos
que contienen azufre. (Wray y Abeles, 1995). La metionina es un intermediario en
la biosintesis de la cisteina, la carnitina, la taurina, la lecitina, la fosfatidilcolina y
otros fosfolipidos. Fallas en la conversién de metionina pueden desembocar en
ateroesclerosis (Nelson y Cox, 2009).

Arginina. Este aminoacido se considera esencial aunque solo se requiere en
condiciones especiales; dentro de sus funciones destacan, la inmunoldgica al
aumentar el numero de leucocitos. La arginina esta involucrada en la sintesis de
creatina, poliaminas y en el ADN. Disminuye el colesterol y estimula la liberaciéon
de hormona de crecimiento (Alba-Roht y cols.,1988), es un quelante de amoniaco,
por lo que funciona en la recuperacion de los deportistas ya que éste se
incrementa durante el ejercicio anaerobico. Ademas se emplea en la sintesis de
creatinina, reduce la grasa corporal y potencia los efectos vasodilatadores del
oxido nitrico (Palmer y cols., 1988).

Nuestro perfil de este aminoacido muestra también un pico a las 20 horas, cuando
inicia la fase de oscuridad y podria ser parte de la adaptacion de los sujetos
experimentales al periodo de actividad (ver figura 21).

Treonina. Como un aminoacido esencial, la treonina no es sintetizada en suficiente
cantidad en humanos, por lo que debe ingerirse en las proteinas que consume. La
treonina, junto la metionina y el acido aspartico metabolizan las grasas que se
depositan en érganos como el higado (Nelson y Cox, 2009). Nuestros resultados
muestran una elevacién importante a partir de las 16 horas con un pico a las 20
horas (ver figura 21).

Citrulina. La citrulina proviene de la ornitina y se le ha propuesto como relajante de
los capilares, lo que contribuye a mejorar el flujo sanguineo y bajar la presion
arterial, en este sentido podria ser un posible blanco terapéutico en procesos de
dafio cerebral. También se le asocia con activacion del sistema inmune y forma
parte de las histonas asociadas al DNA.

Durante la muerte celular y la inflamacion, las proteinas como la fibrina y la
vimentina son susceptibles de ser convertidas a citrulina, este proceso se conoce
como citrulacion o deiminacion, por lo que la formacién de citrulina pudiera
representar un objetivo en estudios de procesos neuroprotectores.

En artritis reumatoide se han detectado anticuerpos contra proteinas que
contienen citrulina, por lo que pudieras ser un marcador de esta enfermedad.
Donde si se considera marcador es en la funcién intestinal (Citruline Compound
Sumary, National Center for Biotecnology Information).

El perfil de los niveles de citrulina que encontramos también es interesante de
tomar en cuenta, nosotros encontramos o que esta disminuido en las primeras
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horas de la tarde y se eleva a partir de la 16 horas, esto pudiera contribuir también
a la neuroproteccion que observamos en nuestro sujetos con TCE (ver figura 22).

Asparagina. La asparagina posee la capacidad de formar enlaces de hidrégeno en
su cadena lateral, por lo que es importante en la formacion de las estructuras
secundarias de las proteinas tipo alfa hélice y plegamientos beta, también provee
sitios clave para la N-glicosilacion, una modificacion de la cadena de proteina con
la adicion de cadenas de carbohidratos (Nelson y Cox, 2009). Nuestros datos
muestran un perfil con elevacion en los niveles de asparagina durante las horas de
obscuridad.

12. CONCLUSIONES

Nuestros resultados mostraron que el sistema glutamatérgico en corteza cerebral
de rata presenta una variacion diurna. En concreto, encontramos que el receptor
NMDA presenta una expresion significativamente mayor durante las horas de luz,
mientras que los niveles de glutamato exhiben un maximo en el cambio de fase de
luz a oscuridad y se mantienen bajos a partir de las 4:00 horas.

El que el sistema glutamatérgico presente esta variacion diurna y conociendo su
importante papel en el proceso de excitotoxicidad, posterior a un evento dafino;
abre una gran oportunidad para el desarrollo de procesos terapéuticos que
minimicen dicho dafio o dicho de otra manera que incrementen la neuroproteccion.

El gran peso econdémico y social asociado al TCE, pudiera ser disminuido si se
desarrollan estrategias que favorezcan el proceso de neuroproteccion, una opcion
es establecer ventanas terapéuticas que permitan usar blancos farmacolégicos en
tiempos precisos. Para ello es importante conocer como se comportan ciertos
sistemas involucrados en el proceso de dafio, el conocer si dichos sistemas tienen
comportamientos ritmicos arroja una nueva luz sobre el desarrollo de estrategias y
farmacos ya sea de nueva creacion o bien los ya usados, pero que se apliquen
bajo esquemas de uso mas acotados temporalmente.

Por otra parte nuestros hallazgos encontrados con los analisis mediante
mircodialisis abren diversas probabilidades de investigacion no solo en el campo
de la neuroproteccion, sino ademas en otras dimensiones de estudio del cerebro.
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