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En la escala de las magnitudes, el ser humano esta situado a la mitad del camino entre el
atomo y la estrella.

Alexis Carrel
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RESUMEN

Evaluacién morfoldgicay funcional a largo plazo del efecto neuroprotector de la
melatonina contra el dafio cerebral por hipoperfusién cerebral crénica en ratas

La hipoperfusion cerebral cronica (CCH), entre otros proceso fisiopatologicos, es un factor causal
para el desarrollo de deterioro cognitivo y la demencia en la vejez. En consecuencia, la inhibicion
de diversas vias fisiopatoldgicas de dafio neuronal es una estrategia neuroprotectora atractiva para
el manejo clinico de esta alteracion. La melatonina, protege al sistema nervioso contra diversas
patologias a través de sus propiedades antioxidantes y antinflamatorios. Objetivo: Evaluacion
mediante pruebas funcionales y morfoldgicas del efecto neuroprotector de la melatonina en ratas
Sprague-Dawley sometidas a CCH, mediante el modelo de oclusion de 2 vasos (2VO) con y sin
tratamiento, en comparacion con animales intactos. Material y Métodos: Se utilizé el modelo 2VO
en ratas macho Sprague-Dawley, un modelo bien establecido para CCH. Melatonina 5 mg/ml se
administro a las ratas (grupo 2VO + MEL) por infusion continua IV a través de una bomba osmotica
implantada subcutaneamente, ALZET modelo ZML1 (10 upl / h., 7 dias, 2 ml), o vehiculo etanol 15%
en solucion salina (2VO + grupo VEH), iniciando un dia después de 2VO. También se incluyo un
grupo SHAM. Quince dias después del tratamiento con melatonina o vehiculo, el efecto
neuroprotector de la melatonina, se evaludé mediante el desempefio en pruebas de aprendizaje
espacial y memoria (Laberinto Acuatico de Morris, MWM). Adicionalmente, la poblacion de células
piramidales del sector CA1 del hipocampo fue analizada al finalizar el periodo de pruebas
conductuales. Resultados: No se observaron cambios significativos en el aprendizaje espacial en los
3 grupos experimentales, solo en la prueba de transferencia con p<0.05 del grupo 2VO + VEH
respecto a los grupos SHAM y 2VO + MEL. Una pérdida significativa de la poblacion de neuronas
piramidales CA1 en el segmento de hipocampo del grupo 2VO + VEH (28,4% menos que en el
grupo SHAM). En contraste, 96 % de la poblacion de neuronas piramidales del segmento de CA1
del hipocampo se mantuvo en el grupo 2VO + MEL. Conclusion: En general estos resultados ponen
de relieve la eficacia de la melatonina en contrarrestar el proceso fisiopatoldgico inducida por

hipoperfusion cerebral cronica.

Palabras clave. Neuroproteccion, Melatonina, Hipoperfusion cerebral cronica, Demencia, Hipocampo
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ABSTRACT

Long-term morphological and functional evaluation of the neuroprotective effects of
melatonin on brain damage induced by chronic cerebral hypoperfusion in rats

Chronic cerebral hypoperfusion (CCH), among other pathophysiological process, is a causal factor
accounting for the development of cognitive decline and dementia in the elderly. Consequently, inhibition of
several pathophysiological pathways of neuronal damage is an attractive neuroprotective strategy for the
clinical management of these disorder. Melatonin, protects the nervous system against several insults through
its antioxidant and anti-inflammatory properties. Objectives. Evaluation by functional and morphological
evidence of the neuroprotective effect of melatonin in Sprague-Dawley rats subjected to HCC, by occlusion
model 2 vessels (2VO) with and without treatment, compared with intact animals. Sprague-Dawley rat with
permanent bilateral common carotid artery occlusion (2VO), a well-established model of chronic cerebral
hypoperfusion, were used. Materials and Methods. The 2VO model was used in Sprague-Dawley male rats, a
model well established for HCC. Melatonin 5mg/ml was administered to rats (2VO + MEL group) by
continuous IV from a subcutaneously implanted osmotic pump ALZET, model 2ML1 (10 ul/h.,7 days, 2ml),
or vehicle ethanol 15% in saline (2VO + VEH group), starting one day, after 2VO. A SHAM group was also
included. Fifteen days after melatonin treatment, the neuroprotective effect of melatonin, was evaluated by
means of spatial learning/memory tests performance (Morris Water Maze). In addition, the pyramidal neuron
population of the CA1 segment of hippocampus was assessed at the end of the behavioral testing period.
Results: No significant changes were observed in spatial learning in the 3 experimental groups, only the
transfer test with p <0.05 2VO + VEH group compared to SHAM groups and 2VO + MEL. A significant loss of
pyramidal neuron population in the CA1 segment of hippocampus (28.4% less than in the SHAM group) was
observed in the 2VO + VEH group. By contrast, a 96 % pyramidal neuron population of the CA1 segment of
hippocampus remained in the 2VO + MEL group. Conclusion. Overall these results emphasize the efficacy of

melatonin in counteracting the pathophysiological process induced by chronic cerebral hypoperfusion.

Keywords. Neuroprotection, Melatonin, Hypoperfusion cerebral chronic, Dementia, Hippocampus
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Evaluaciéon morfolégica y funcional a largo plazo del efecto neuroprotector de la melatonina contra el dafio
producido por hipoperfusién cerebral crénica en rata, 2016.

INTRODUCCION

En la poblacion mundial destaca la tendencia al aumento de la proporcion de adultos
mayores. Se estima que para el aino 2050, cerca de 2 millones de personas tendran la edad
de 60 afnos o mas. lLa transicion a poblaciones envejecidas representa un reto para la
sociedad de muchas formas. La salud en los ancianos sera un determinante crucial para
definir el balance entre costos y beneficios asociados al envejecimiento de la poblacion(?).

El reto para los Sistemas de Salud es mantener una alta calidad de vida en el adulto mayor
disminuyendo la morbilidad. La edad avanzada esta asociada con el mayor riesgo a padecer
demencia. El envejecimiento asociado a un deterioro cognitivo conlleva a una disminucion
de la calidad de vida. Aunque la demencia afecta principalmente a adultos mayores, no
corresponde a un envejecimiento saludable del individuo. Sin embargo, la demencia es una
de las principales causas de discapacidad y dependencia de las personas mayores en todo
el mundo. Es una carga abrumadora, no sélo para el individuo que sufre demencia, sino

también para sus cuidadores, familiares y la sociedad en su conjunto (1, 2).

De acuerdo a la Primera Conferencia Ministerial de Acciones Globales contra la Demencia
2015 organizada por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), en ese afio, mas de 35
millones de personas padecian demencia. Cada afio, se suman a las cifra casi 8 millones de
nuevos casos de demencia es decir un nuevo caso cada cuatro segundos en algun lugar del

mundo (1).

QFB. Lizeth Flores Dominguez 1
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Las consecuencias médicas, psicosociales y econdmicas del dafio cognitivo combinado con
una poblacion creciente de individuos mayores de 65 afos requiere de soluciones
multidisciplinarias. El envejecimiento estd asociado a mayor riesgo de enfermedades
cardiovasculares, disfuncion vascular y desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (AD), los
cuales en conjunto afectan la funcion vascular y perfusion cerebral llevando a una atrofia
cerebral. En el aspecto clinico, estos cambios, se manifiestan como una pérdida progresiva

de las funciones cognitivas, neurodegeneracion hasta el establecimiento de demencia (2).

1. DEMENCIA

El sindrome clinico de demencia, caracterizado por la dependencia funcional en base a la
declinacion progresiva de funciones cognitivas, puede deberse a una serie de procesos
fisiopatologicos subyacentes. La demencia vascular (VaD) es la segunda causa de demencia
(20%) despues de AD, Figura 1. La mayor frecuencia de casos de VaD coincide con el
envejecimiento de la poblacion y se ve incrementado en aquellos pacientes con
antecedentes de enfermedades cerebrovasculares. Los factores de riesgo para este
padecimiento son: hipertension, hiperlipidemia, diabetes mellitus y factores de conducta
como obesidad y sedentarismo, Figura 2. La disfuncion cerebrovascular y la alteracion de
la barrera hematoencefalica comprometen al microambiente cerebral y aumenta la
vulnerabilidad de estructuras como la neocorteza, hipocampo, materia blanca subcortical
entre otras, al dafno por un proceso de isquemia — hipoxia que conllevan a disfuncion

neuronal y deficiencia cognitiva (3).

QFB. Lizeth Flores Dominguez 2
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Para el diagnostico de demencia la atencion debe enfocarse hacia la presencia de
alteraciones cognitivas en el paciente. Estas alteraciones se clasifican en cinco dominios
principales: memoria, funciones e¢jecutivas, lenguaje, habilidades visoespaciales,

personalidad y comportamiento (3, 4).

VaD

FTLD

5%
DLB

5%

Fig. 1. Frecuencia estimada de demencia causada por diferentes enfermedades. Enfermedad de Alzheimer
(AD), Demencia Vascular (VaD), Demencia Frontotemporal lobar (FTLD), Demencia con cuerpos de Lewy
(DLB) (3).

QFB. Lizeth Flores Dominguez 3
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Tabla No. 1. Criterios clinicos de diagndstico para demencia.

Tipo de Demencia

Definicidon

Criterio de diagnostico

Enfermedad de Alzheimer (AD)

Presencia de placas neuriticas y
ovillos neurofibrilares en areas
corticales

asociativas que

ocasionan deterioro cognitivo

Déficits de memoria + déficits
en al menos otro dominio

cognitivo

Demencia Vascular (VaD)

Trastornos cerebrales en los

que el deterioro cognitivo es

Clara relacion temporal entre

el evento wvascular y 1la

(DLB)

corticales de cuerpos de Lewy
(inclusiones  citoplasmaticas
eosinodfilas compuestas de

a-sinucleina, ubiquitina y
proteinas de neurofilamento)
deterioro

que ocasionan

cognitivo y motor

atribuible a patologias | aparicion de déficits cognitivos.
cerebrovasculares
Demencia con cuerpos de Lewy | Presencia en las neuronas | Déficits de atencion,

disfuncion ejecutiva, déficits
visoespaciales,

Cognicion fluctuante,
alucinaciones visuales,
parkinsonismo, trastorno de
conducta del suefio (REM).

Demencia
Lobar
(FTLD)

Frontotemporal

Atrofia de las células nerviosas
en lobulos temporales 1o que
ocasiona déficits cognitivos

(Cambios en personalidad y
comportamiento, dificultades

en lenguaje).

Desinhibicidon conductual,
apatia o inercia.
de

comportamiento

La pérdida simpatia o
empatia o
compulsivo.
La disfuncion ejecutiva con
relativa conservacion de la
memoria episodica y

habilidades visoespaciales.

Informacién tomado de (3, 5)

QFB. Lizeth Flores Dominguez
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I Vascular risk factors, genetic factors, age, lifestyle ]
I
. v . .

Large vessel Small vessel Partial vessel Hypotensive
occlusion occlusion occlusion episodes
| \ / \ /
Large cortical Small infarcts White matter
infarcts (lacunae) lesions

\ v

A | Brain atr
MID oY SIVD

y y r y
I Cognitive impairment, dementia, non-cognitive features {eg, depression) I

Fig. 2. Principales mecanismos fisiopatoldgicos en el deterioro cognitivo vascular. MID = demencia multi-

infarto; SIVD - enfermedad vascular isquémica subcortical (4).
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2. DEMENCIA VASCULAR

VaD forma parte de un grupo heterogéneo de trastornos cerebrales en los que el deterioro
cognitivo es atribuible a patologias cerebrovasculares. Su diagnostico debe basarse en 2
factores. demostracion de la presencia de un trastorno cognitivo mediante pruebas
neuropsicologicas con antecedentes de accidente cerebrovascular o presencia clinica de
enfermedad vascular mediante técnicas de neuroimagen que sugiere una relacion entre el

desarrollo cognitivo y la enfermedad vascular (6-8).

2.1 Deterioro cognitivo en demencia vascular

La pérdida prominente de la memoria no es el deterioro cognitivo mas importante en VaD
pero si un elemento central u obligatorio. Una fraccion sustancial de los casos presenta un
déficit severo en la funcion ejecutiva, funcion del lenguaje y razonamiento visoespacial con

preservacion relativa del recuerdo tardio (4, 9).

Considerando la heterogeneidad de la presentacion clinica de la VaD, el perfil
neuropsicologico también debe ser diferente. Ningun patron de déficit cognitivo especifico
define la demencia vascular. La atencion, la funcion ejecutiva, el lenguaje, las habilidades
visoespaciales, la memoria y el aprendizaje pueden afectar en grado variable y en

combinaciones acorde al tamafio y localizacion de la lesion cerebrovascular (9).

QFB. Lizeth Flores Dominguez 6
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3. METABOLISMO CEREBRAL

El cerebro es extremadamente vulnerable a las alteraciones de flujo sanguineo, en
condiciones normales utiliza glucosa y oxigeno que deben ser suministrados de manera
continua a través del flujo sanguineo de las arterias cardtidas y vertebrales (50-
60ml/100g/min), como sustratos para la sintesis de ATP necesario para el funcionamiento
celular (10).

Teniendo en cuenta la importancia vital de la irrigacion sanguinea cerebral para la
integridad estructural y funcional del cerebro, no es sorprendente que las alteraciones en
los vasos sanguineos cerebrales tienen un profundo impacto sobre la funcion cognitiva. Las
alteraciones vasculares que causa el deterioro cognitivo son diversas, e incluyen
condiciones sistémicas que afectan a la perfusion cerebral global o alteraciones que

implican los vasos sanguineos cerebrales, mas comunmente arteriolas o vénulas (7).

4. FISIOPATOLOGIA DE LA HIPOPERFUSION CEREBRAL CRONICA

La disfuncion endotelial es considerada el primer paso en el desarrollo de aterosclerosis y
da lugar a la sobreexpresion de citocinas pro inflamatorias favoreciendo la acumulacion de
monocitos en la placa ateroesclerdtica y la sobreproduccion de radicales libres, resultado
de una disfuncion mitocondrial. En plasma de pacientes que padecen VaD se han
encontrado concentraciones elevadas de citocinas pro inflamatorias (IL1,IL6, TNFa) asi

como citocinas antiinflamatorias (ILTO) (11).

QFB. Lizeth Flores Dominguez 7
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El Sistema nervioso central (SNC) requiere del suministro continuo de glucosa y oxigeno.
Cualquier reduccion en el flujo sanguineo cerebral (CBF) altera la funcion neuronal y
ocasiona dafno cerebral. Los mecanismos de control cerebrovascular aseguran un
suministro acorde a las demandas energéticas de las diferentes estructuras que conforman
el Sistema nervioso. Diversos factores de riesgo como hipertension, ateroesclerosis, Diabetes
mellitus entre otras patologias o estilos de vida no saludables como el sedentarismo y la
obesidad alteran de manera progresiva estos mecanismos reguladores del CBF ocasionando

una disminucion en el suministro de sangre al cerebro (6).

La VaD es el resultado de una amplia variedad de enfermedades cerebrovasculares que
derivan en la neurodegeneracion y se manifiestan como alteraciones cognitivas o
funcionales en el sujeto. La reduccion en un 40 a 50 % del flujo sanguineo esta relacionado
con la disfuncion cognitiva. Multiples evidencias, indican que las neuronas, glia y células
de los vasos sanguineos, actian como una unidad integrada participando en la regulacion
del flujo sanguineo cerebral (unidad neurovascular). La actividad neuronal induce la
liberacion de mediadores vasoactivos tales como Oxido nitrico (NO), prostanoides,
monodxido de carbono, iones como H* y K* que actuan en la vasculatura cerebral para

mediar los cambios hemodinamicos resultado de alteraciones en el CBF (12, 13).

Cambios en el funcionamiento de la unidad neurovascular ponen en riesgo la funcion
cerebral alterando la regulacion del flujo sanguineo, la funcién normal de la barrera

hematoencefalica y reduciendo el potencial de reparacion del cerebro dafiado (6) .

QFB. Lizeth Flores Dominguez 8
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Ademas del dafio a la materia gris, también se presenta alteraciones en la materia blanca lo
que ocasiona un efecto profundo en la calidad de la transferencia de informacion, actividad

fundamental en la funcion cerebral (6, 13).

Los ftractos mielinizados son responsables para la conectividad, sincronizacion
interhemisferica asi como mecanismos de plasticidad y transporte axonal. La hipoperfusion
cerebral ocasiona lesiones en la materia blanca (leucoaraiosis), provocando perdida de la
conectividad, neuroplasticidad y pérdida de habilidades motoras entre otras alteraciones

(12).

La disminucion del aporte de oxigeno y glucosa causada por la isquemia en el tejido
cerebral resulta en alteraciones de la homeostasis, ocasionando cambios patologicos y
deficiencias cognitivas, que abarcan la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
inflamacion, disfuncion mitocondrial y de la neurotransmision, alteracion del

metabolismo de los lipidos y de los factores de crecimiento (6).

4.1 Enfermedades neurodegenerativas. Envejecimiento y Demencia Vascular

La homeostasis del estado REDOX es un mecanismo complejo que puede resumirse como
el mantenimiento del balance entre la generacion y eliminacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Las ROS, principalmente originadas en la mitocondria como subproductos
del metabolismo incluyen los radicales libres (ion superoxido, ion hidroxilo) y no radicales
como el perdxido de hidrogeno. Si bien los ROS tienen un papel fundamental en procesos

fisiologicos y de sefializacion celular, son especies muy reactivas que pueden danar

QFB. Lizeth Flores Dominguez 9
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proteinas, lipidos y acido desoxirribonucleico con alteraciones criticas para el
funcionamiento celular. Los sistemas antioxidantes de defensa compuestos por
antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos (glutation, superoxido dismutasa (SOD),
catalasa y glutation peroxidasa (GPx) protegen a la c€lula de los dafios relacionados con
ROS. Si la homeostasis del estado REDOX falla, los sistemas antioxidantes no son suficientes
para contrarrestar la elevada produccion de ROS, lo que conlleva a el establecimiento de
estrés oxidativo. El balance entre oxidantes y antioxidantes no es una condicion estatica y
un gran numero de estimulos puede interferir en el estado REDOX. La participacion de
estrés oxidativo y sus efectos nocivos en el funcionamiento celular estan presentes en el
envejecimiento, asi como en una variedad de enfermedades; como diabetes, ateroesclerosis,
deterioro cognitivo leve, enfermedad de Parkinson, y otras enfermedades
neurodegenerativas como enfermedad de Huntington y esclerosis lateral amiotrofica.
Adicionalmente, el estrés oxidativo esta relacionado con las dos principales tipos de
demencia. la enfermedad de Alzheimer (AD) y la demencia vascular (VaD). La participacion
del estrés oxidativo en multiples enfermedades neurodegenerativas resulta de la elevada
susceptibilidad del encéfalo a la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS), debido
a

1.- Es un tejido rico en acidos grasos, sensibles a la peroxidacion.

2.- Es un tejido con actividad antioxidante moderada.

3.-Es una tejido que por su actividad metabdlica consume una elevada cantidad de oxigeno,

lo que lo expone a una acumulacion de radicales libres.

QFB. Lizeth Flores Dominguez 10



Evaluaciéon morfolégica y funcional a largo plazo del efecto neuroprotector de la melatonina contra el dafio
producido por hipoperfusién cerebral crénica en rata, 2016.

Concentraciones elevadas de marcadores periféricos de estrés oxidativo y una capacidad
antioxidante baja se han reportado en pacientes deterioro cognitivo leve, AD de inicio tardio
y DaV, estos tres desordenes comparten una patologia comun de relacionada con estrés

oxidativo (12, 14).

5. APRENDIZAJE Y MEMORIA

El aprendizaje y la memoria son el medio principal de adaptacion de los seres vivos a las

modificaciones de su medio ambiente (15, 16).

El aprendizaje es el proceso mediante el cual se adquieren nuevos conocimientos acerca del
mundo que nos rodea. Es el medio mas importante en que los sucesos ambientales modelan
la conducta (17, 18), de esta manera las experiencias producen cambios en el SNC, que

pueden ser duraderos y se manifiestan en el comportamiento de los organismos (15).

La memoria es el proceso a través del cual la informacion aprendida es almacenada y
posteriormente recuperada, es la capacidad de retener y de evocar eventos del pasado,
mediante procesos de almacenamiento y recuperacion de informacion que ocurren el SNC.
Consta de tres fases temporales: una memoria inmediata, relacionada con los registros
sensoriales; en respuesta a estimulos internos (sensaciones, emociones, pensamientos) y
externos (visuales, espaciales, motores); una memoria a corto plazo o mediata (se basa en
cambios efimeros, eléctricos o moleculares en las redes neuronales implicadas), es decir, la
informacion almacenada inicialmente de forma habil y transitoria, que puede convertirse

en una memoria de larga duracion (basada en cambios estructurales persistentes, por
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ejemplo, formacion de nuevas espinas dendriticas), tambien llamada memoria diferida. Si

no se consolida la memoria, la informacion se pierde (19, 20).

El establecimiento de la memoria esta integrado por tres procesos basicos: codificacion de
la informacién; almacenamiento de la informacién, y evocacidon o recuperacion de la
informacion. La memoria se ha clasificado también con respecto a si su adquisicion y
recuerdo involucran la conciencia del individuo en. memoria implicita (MI) y memoria
explicita (ME). La MI, también llamada memoria de procedimiento, es la informacion que
nos permite ejercer habitos cognoscitivos y motores. Se adquiere gradualmente y se
perfecciona con la practica. Se manifiesta en forma inconsciente y es dificil de explicar con
palabras o mediante escritura. La ME, es el almacenamiento de conceptos referidos a
objetos (memoria semantica) y a eventos (memoria episddica), s adquiere en uno o en
pocos ensayos, y puede expresarse en situaciones y modos diferentes a los del aprendizaje
original, se manifiesta conscientemente y es facil de declarar verbalmente o por escrito. Este
tipo de memoria, resulta del aprendizaje de relacion, que consiste en analizar, comparar y
contrastar diferentes tipos de informacion. El procesamiento de éste tipo de informacion

esta relacionado con el hipocampo (15, 19).
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6. HIPOCAMPO

La formacion hipocampal es una estructura cerebral bilateral, subcortical presente en todos
los mamiferos, compuesta de seis regiones citoarquitectonicas distintas que incluyen el giro

dentado, el hipocampo, subiculo, presubiculo, parasubiculo y corteza Entorrinal (21).

El hipocampo también es conocido como Cornu Ammonis (CA) de acuerdo a la
nomenclatura anatomica antigua. La terminologia del cuerno de Ammon origina la
denominacion de las cuatro regiones en que se divide el hipocampo: sectores CA1, CA2,
CA3 e hillus. El 90% de las neuronas presentes en las regiones CA son de tipo piramidal.
Toda la informacion que llega al hipocampo lo hace via las cortezas perirrinal y entorrinal
(cortezas de asociacion); areas corticales anatomicamente inmediatas al hipocampo en el

lobulo temporal (21, 22).

Esta estructura cerebral recibe informacion procedente de todas las areas asociativas
corticales a través de la via perforante originada en la corteza entorrinal. La via perforante
proveniente de la corteza entorrinal hace sinapsis con las células granulares del giro
dentado (GD). Las c€lulas granulares, a su vez proyectan un haz de fibras llamadas
musgosas hacia las células piramidales de la region CA3. La base del soma de las células
piramidales de CA3 da origen al axon el cual se bifurca en una rama colateral de Schaffer
que hace sinapsis con las células piramidales del sector CA1 del hipocampo y otra rama
que, después de cursar por el estrato oriens pasa al fornix que constituye la principal via

eferente del hipocampo (18, 21).
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El hipocampo es una estructura esencial para los procesos de aprendizaje y memoria. La
lesion del hipocampo, asi como cualquiera de sus aferentes principales produce deficiencia

cognoscitiva (23).

Los resultados de diversos estudios en animales de experimentacion y en humanos han
demostrado la participacion del hipocampo en procesos de memoria y aprendizaje. En
conjunto con la neocorteza el hipocampo es una estructura clave en la fijacion de los trazos
de memoria y la seleccion de informacion. Los diferentes sectores del hipocampo se
involucran en el desarrollo de procesos de adquisicion y consolidacion de memoria, con la

participacion de diferentes sistemas de neurotransmision (23, 24).

Los trastornos cognitivos son fendmenos complejos que alteran muchas estructuras
cerebrales asociadas entre ellas con funciones mentales. Las alteraciones conductuales estan
invariablemente acompafiadas por cambios neurodegenerativos en los sectores de CA1-

hillus y el giro dentado del hipocampo (17, 24).

7. MODELO DE HIPOPERFUSION CEREBRAL CRONICA (CCH)

La oclusion permanente y bilateral de las arterias cardtidas comunes de ratas (oclusion de
2 vasos -2VO-) es ampliamente aceptada como un procedimiento experimental adecuado
para modelar CCH, como ocurre en el envejecimiento humano y estadios de demencia (25).
Esta hipoperfusion mantiene un estado crénico de hipoglucemia moderada, una condicion
fisiopatoldgica muy parecidas a CCH presente en el envejecimiento humano y la demencia

(26).
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En estas condiciones se han observado diversas alteraciones progresivas del funcionamiento
cerebral que incluyen. la pérdida neuronal de las neuronas piramidales del segmento CA1
del cuerno de Ammon del hipocampo, deterioro de las funciones cognoscitivas de
aprendizaje y memoria espacial y memoria de trabajo, la reduccion de la actividad de la

acetilcolin-transferasa en el hipocampo (27, 28).

La reconstruccion de una condicion patologica en modelos animales es una adecuada
aproximacion a la desintegracion de las relaciones causales. Por esta razon, la oclusion de
2VO0 en ratas se ha establecido como un procedimiento para investigar los efectos de la
hipoperfusion cerebral cronica sobre la disfuncion cognitiva y  procesos

neurodegenerativos (25, 29).

La rata es una especie de roedor adecuado para el modelo de 2VO debido a que el circulo
de Willis proporciona un incesante (reducido) flujo de sangre después de la oclusion de
2VO en comparacion con otras especies, con buena tasa de recuperacion de la cirugia,
supervivencia, costos bajos y aceptacion ética. En dicho modelo los métodos quirargicos, la
ligadura permanente de las arterias carotidas, los factores que se agravan (hipotension o
hipoxia) y los animales de experimentacion (ratas) son bastante tolerables por lo cual es

considerado desde el punto de vista técnico viable (25, 28, 29) .

Existen varias razones que justifican la eleccion del hipocampo como una estructura
cerebral para el estudio de la neurodegeneracion inducida por el modelo de CCH. El

hipocampo, es una de las estructuras que presenta el dailo neuropatoldgico caracteristico
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en demencia y AD. El hipocampo es una estructura relacionada directamente con el
aprendizaje espacial, habilidad que puede ser valorada experimentalmente con el empleo
del Laberinto Acuatico de Morris (MWM). Por este motivo, el dafio neuronal en el
hipocampo y la alteracion del aprendizaje espacial estan relacionados. Adicionalmente, el
sector CA1 del hipocampo, constituido por neuronas piramidales, es una de las regiones
cerebrales mas sensibles a la isquemia, con una estructura laminar que facilita su estudio

(25, 30).
8. NEUROPROTECCION

Puede definirse como cualquier estrategia, o una combinacion de estrategias, que
antagoniza, interrumpe o retrasa la secuencia de eventos bioquimicos y moleculares
perjudiciales que, si no se controla, podria conducir en lesion isquémica irreversible. Se ha
consolidado la propuesta de la existencia de una “ventana de oportunidad terapéutica”

importante para las posibilidades de exito de los procedimientos de neuroproteccion (31).

Asi, los procedimientos de neuroproteccion se sustentan en la relacion de oposicion entre
los mecanismos fisiopatologicos de dano celular y la caracteristica del mecanismo de accion

del farmaco neuroprotector (31, 32).
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ANTECEDENTES
Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) es sintetizada y secretada durante la fase de
obscuridad del dia. La funcion principal de la melatonina secretada por la glandula pineal
es transmitir la informacion de los ciclos diarios de luz y oscuridad al organismo. Mediante
su patron de secrecion durante la oscuridad, 1a melatonina indica la duracion de la noche.
Esta informacion es util para la organizacion de las funciones que responden a cambios en

el fotoperiodo tales como ritmos circadianos o estacionales (33).

La melatonina se sintetiza a partir de la serotonina a través de dos reacciones catalizadas
por enzimas. Una vez formada, difunde hacia los capilares sanguineos y liquido
cefalorraquideo (LCR), llegando en primer lugar al tercer ventriculo seguido de los
ventriculos laterales. Ya que la melatonina logra atravesar con facilidad las membranas
bioldgicas, en el tejido nervioso alcanzara concentraciones mayores que en otros tejidos
del organismo (34). De hecho, la concentracion de melatonina en el LCR es 5 a 10 veces

mayor que la concentracion sanguinea de manera simultanea (35).

La melatonina participa en una amplia variedad de funciones como: la regulacion
circadiana y estacional, regulacion del suefio, sistema inmune, inhibicion del crecimiento

tumoral, regulador de la presion arterial y atrapador de radicales libres (35).

La melatonina participa en muchos de estas acciones a través de mecanismos mediados por
receptores de membrana como MT; y MT, acoplados a proteina G y receptores nucleares

como RZR/ROR. La familia de receptores MT desarrollan diversos mecanismos de
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transduccion de sefiales que culminan en respuestas fisiologicas especificas. La melatonina
también actaa directamente en las células sin la participacion de receptores a traves de su
unién a calmodulina, o a través de la activacion de la proteina cinasa C (34). De acuerdo a
lo investigado, en la accion antioxidante de la melatonina no participan ninguno de los

receptores mencionados (36).

La mayor parte del oxigeno tomado por la célula es rapidamente convertido a agua durante
la respiracion mitocondrial. Sin embargo 3-5% es convertido a especies reactivas de
oxigeno (ROS) que facilitan la formacion de especies reactivas de nitrogeno (RNS) a partir
de 6xido nitrico (ON). La cadena de transporte de electrones es la principal fuente de ROS

en la célula en particular los complejo 1y 11 (37).

La melatonina, es una molécula anfipatica, propiedad que le permite atravesar las
membranas celulares con facilidad y puede concentrarse dentro de organelos subcelulares
incluyendo la mitocondria (38). La administracion de melatonina aumenta la actividad de
los complejos 1y IV de la cadena de transporte de electrones de una manera dependiente
del tiempo en tejidos cerebrales y hepaticos Se sugiere que la melatonina interactua con los
complejos de la cadena de electrones donando electrones y como un intermediario oxidado,

aceptar electrones, ambas acciones favorecen el flujo de electrones (39, 40).

Adicionalmente, un efecto antioxidante indirecto de la melatonina, es el aumento de la
concentracion de glutation reducido (GSH) y disminucion de la concentracion de
glutation oxidado (GSSG) en la mitocondria asi como la disminucion de hidroperdxidos.

Existen evidencias respecto a que la melatonina previene la lipoperoxidacion de los lipidos
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de membrana, previene la oxidacion del DNA mitocondrial y nuclear inducidos por estrés
oxidativo y ha mostrado en diversos sistemas experimentales propiedades antiapoptoticas

(40-42).

Harman propuso a inicio del 1981 (43), que la mitocondria es el sitio principal del ataque
por radicales libres y esto conlleva al envejecimiento. El exceso de produccion de ROS y la
acumulacion de mutaciones en el DNA mitocondrial es el factor principal para el
envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento. La
expresion de genes del DNA mitocondrial dafiado dan origen a la sintesis de subunidades
proteicas alteradas, que formaran parte de las enzimas de la cadena respiratoria. El
funcionamiento irregular de la cadena de transporte de electrones no solo disminuye la
sintesis de ATP sino aumenta la generacion de mas ROS que participaran en el dano
oxidativo de macromoléculas. Este ciclo vicioso causa una declinacion de las funciones
bioenergéticas llevando al desarrollo de cambios degenerativos asociados a la edad.
Elevadas concentraciones de ROS y RNS inducen apoptosis ya sea por alteracion del flujo
de electrones, con la modificacion del potencial de protones y la apertura del poro de
permeabilidad transitoria de la mitocondria, o por cambio de las capacidades celulares del
mantenimiento del equilibrio de 6xido- reduccion y por lo tanto el desgaste de glutation
reducido, disminucion en la concentracion de ATP, y de las coenzimas NADH y NADPH
(44). La accion de la melatonina en el restablecimiento normal de la actividad del complejo

I es una accion preventiva en los cambios degenerativos asociados al envejecimiento (45).

Las neuronas son células selectivamente vulnerables a dafio o muerte debido a su elevada

demanda de energia y su composicion quimica que las caracteriza. La muerte o dano
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neuronal a menudo se manifiesta en el individuo como una alteracion en la conducta o
procesos fisiologicos criticos para la vida. Muchos eventos agudos tales como hipoxia,
isquemia focal, traumatismo fisico, hipoglicemia, neurotoxicidad por farmacos, virus,
radiacion o estimulos daninos, son suficientes para producir daino neuronal. Mecanismos
similares al parecer estan involucrados en alteraciones neurodegenerativas, un grupo de
enfermedades cronicas y progresivas que se caracterizan por la pérdida selectiva y
simétrica de neuronas pertenecientes a sistemas motores, sensoriales o cognitivos. Ejemplos
clinicos relevantes de estos padecimientos son la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica y corea de Huntington entre otras (39). Aunque
el origen de las enfermedades neurodegenerativas no es preciso, tres procesos
frecuentemente interrelacionados, estan presentes: excitotoxicidad por glutamato, dano
neuronal con la participacion de radicales libres y disfuncion mitocondrial (46). La
melatonina es una molécula atrapadora de radicales libres y actiia como antioxidante de
lipidos y por estas caracteristicas la melatonina se ha propuesto como agente
neuroprotector. Adicionalmente tiene funciones antiexcitatorias y en dosis suficientes,
efectos sedantes (47, 48), asi que la melatonina tiene un efecto neuroprotector relacionado
con el sistema GABAergico, mostrado en estudios de neuroproteccion donde la melatonina
protege a las neuronas de la toxicidad del péptido B-amiloide a través de la activacion de

receptores GABA(49) .

Estudios empleando Kainato, agonista de los receptores inotropicos del glutamato, dan
apoyo a esta hipotesis de que la melatonina previene la muerte neuronal inducida por

glutamato (50). Ademas se ha reportado en diversos estudios que la administracion de
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melatonina reduce el dafio de neuronas del segmento CA1 del hipocampo causada por

isquemia cerebral focal (51-53) e isquemia cerebral global (53-55).

Como apoyo a estos estudios, animales sometidos a isquemia cerebral focal o convulsiones
por excitotoxicidad y deficientes en melatonina, presentaron dafo cerebral mas severo y
neurodegeneracion, sugiriendo que la carencia de melatonina potencia el dafio neuronal

(56).

En el contexto del estrés oxidativo, el cerebro es particularmente vulnerable al dafio ya que
su composicion abundante en fosfolipidos y proteinas labiles a daio oxidativo y no posee
concentraciones elevadas de enzimas antioxidantes. La melatonina protege contra el dafio
por isquemia cerebral focal o global a través de sus potentes efectos como antioxidante
directo atrapando ROS y RNS o indirecto mejorando la eficacia de la cadena de transporte
de electrones, reduciendo el dafo oxidativo mitocondrial, aumenta la sintesis de ATP y
modula el metabolismo energético mitocondrial (46).

La actividad contra el dafio oxidativo y capacidad atrapadora de radicales libres de la
melatonina es superior a las vitaminas C y E. Asimismo la eficiencia antioxidante de la
melatonina se ve acrecentada debido al hecho de que los metabolitos de la melatonina
formados por su actividad como atrapadora de radicales libres persisten en dichos
metabolitos. Tal es el caso de la forma ciclica, 3 hidroximelatonina AFMK y AMK. De tal
manera que la interaccion de la melatonina con los radicales libres inicia una cascada
antioxidante (57).

La muerte por apoptosis requiere de la sintesis de RNA y proteinas. Los factores

neurotroficos rescatan a las neuronas de este tipo de muerte por la activacion via celular
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de componentes antiapoptoticos como Bcl-2 (proteina del protooncogen del linfoma de
c¢lulas B). En el sistema nervioso central, la funcion neuroprotectora de Bcl-2 esta
demostrada en estudios que de manera natural o inducida promueven la muerte neuronal,
la cual es prevenida por la sobreexpresion de Bcl-2. Bcl-2 es capaz de suprimir la via
apoptotica a través de la supresion de la formacion del poro de permeabilidad transitoria
de la mitocondria (mtPTP) y de esa manera evitar la liberacion de la enzima mitocondrial
Citocromo C, cuya salida representa la sefial final para la iniciacion de la apoptosis. Estudios
in vitro muestran que la melatonina favorece la expresion de Bcl-2y previniendo asi la

apoptosis (57, 58).

Por lo anterior, la melatonina puede prevenir tres de los procesos principales de dafio
neuronal: excitotoxicidad por glutamato, daino mediado por radicales libres y apoptosis. Por

lo cual la melatonina es  un agente cronobiotico y citoprotector (59).

La mayor incidencia de enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento
como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
amiotroéfica o procesos de isquemia cerebral, presentan estrés oxidativo, como parte de los
mecanismos fisiopatologicos que las caracterizan. El dafio oxidativo causados por la
presencia de radicales libres en moléculas como proteinas, DNA, lipidos y carbohidratos
de las neuronas conforme avanza la edad resulta en el desencadenamiento de varias
enfermedades neurodegenerativas dependiendo de la region cerebral especifica donde la

generacion de radicales libres sea mayor (46, 60).
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El sistema nervioso central es altamente susceptible a el estrés oxidativo debido a su alta
taza de consumo de oxigeno (el cerebro emplea cerca del 20% del oxigeno total) lo que
favorece una generacion de radicales libres mayor. Adicionalmente se caracteriza por su
elevada concentracion de 4acidos grasos poliinsaturados, factor que favorece el dano
oxidativo (59).

La prevencion de enfermedades neurodegenerativas se ha convertido en un problema
prioritario de salud. La recomendacion del consumo regular de vitaminas E y C por los
adultos mayores como una medida preventiva de la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas. En este aspecto, la melatonina es importante ya que es una molécula
que se sintetiza de manera endodgena y su sintesis disminuye gradualmente con la edad,
siendo una causa primaria del aumento de estrés oxidativo durante el envejecimiento con
una mayor incidencia de enfermedades neurodegenerativas comunes en este periodo de la
vida (61, 62). Diversos estudios en modelos experimentales han mostrado que la deficiencia
de melatonina favorece las alteraciones neurodegenerativas mientras que la administracion
de melatonina previene el dafio (59).

El envejecimiento se ha asociado con una disminucion en la sintesis de melatonina. La
alteracion del ritmo de secrecion de melatonina puede ser un factor que contribuye a

mayores niveles de estrés oxidativo y los cambios degenerativos asociados a la vejez (63).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en las evidencias que sefialen el papel del estrés oxidativo, la inflamacion y
mecanismos apoptoticos como parte de la fisiopatologia de la DaV y en resultados
experimentales que sustentan el efecto de la melatonina como captador de radicales libres
y coadyuvante en la activacion de enzimas antioxidantes, existe la posibilidad de que este
compuesto pueda prevenir el dano dependiente de los radicales libres en las estructuras
cerebrales del sistema nervioso vulnerables luego de una hipoperfusion cerebral cronica

(CCH).
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JUSTIFICACION

La disminucion moderada pero persistente del flujo sanguineo cerebral (hipoperfusion)
conlleva a alteraciones del aprendizaje y memoria y contribuye al desarrollo de demencias
progresivas.

Hay evidencia que sustenta el papel de la melatonina como un potente antioxidante,

antiinflamatorio y antiapoptotico.

No existe antecedente de un modelo experimental de oclusion de en ratas para el estudio
de la respuesta neuroprotectora con melatonina en dicho modelo al someter a ratas a

hipoperfusion cerebral cronica.

No existe antecedente de la administracion de melatonina via intravenosa por medio de

bombas osmoticas ALZET 2ML1 en dicho modelo experimental.

|
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HIPOTESIS

Existe un efecto neuroprotector de la melatonina en ratas sometidas a un modelo de
hipoperfusion cerebral cronica (CCH) por oclusion bilateral de las arterias cardtidas

comunes (2VO).

|
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OBJETIVO

General. Evaluar a largo plazo, el efecto neuroprotector de la melatonina en animales de
experimentacion sometidos a CCH por el modelo 2VO con y sin tratamiento neuroprotector

con melatonina en comparacion con animales intactos.

Especificos:
1. Implementar un procedimiento de administracion de melatonina por infusion
intravenosa continua mediante el empleo de bombas osmoticas Alzet ZML1, durante

7 dias.

2. Evaluar la eficiencia del aprendizaje espacial en el Laberinto Acuatico de Morris a
largo plazo luego de la hipoperfusion cerebral cronica y tratamiento neuroprotector

con melatonina.

3. Evaluacion histologica del conteo neuronal de las células piramidales del
hipocampo del sector CA1 del cuerno de Ammon, luego de la hipoperfusion cerebral
cronica y tratamiento neuroprotector con melatonina, en los 3 grupos

experimentales.
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales y condiciones experimentales

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley adultas, con un peso corporal entre 400- 600g,
de seis meses de edad aproximadamente, alimentadas Ad [libifum y conservadas en
condiciones controladas de temperatura (25:1°C) e iluminacion (ciclo de 12h luz/ 12h
oscuridad) que fueron sometidas a una de las siguientes condiciones experimentales y a los

procedimientos que se describen a continuacion.

SHAM (n-8): Animales sometidos a las maniobras simuladas del modelo modificado de CCH

por el modelo 2VO, sin interrumpir el flujo sanguineo cerebral.

2VO + VEH(n-8). Animales sometidos a CCH por el modelo modificado de 2VO sin

tratamiento con melatonina.

2VO + MEL(n-38): Animales sometidos a CCH mediante el modelo modificado de 2VO con

administracion de melatonina.

2. Modelo modificado de hipoperfusion cerebral cronica mediante la oclusion de las

arterias carotidas comunes.

El episodio de CCH fue provocado siguiendo el procedimiento previamente descrito por
otros autores (64) e implementado en el laboratorio. Bajo anestesia con Xilacina (10 mg/kg,
im) y Ketamina (90 mg/kg, im.) a través de una incision en la linea media ventral del
cuello, se localizaron las arterias cardtidas comunes y se separaron del nervio vago. La

arteria cardtida derecha fue ocluida con una doble ligadura (65), se corto la arteria entre
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las dos ligaduras y se suturo la herida. Una semana después se realizd una nueva incision
y el mismo procedimiento fue realizado a la arteria cardtida izquierda (64-66). Posterior
a la cirugia los animales se hidrataron con solucion salina isotonica (SSI) sc y se administro
im. antibiotico y antiinflamatorio. Se mantuvo su temperatura corporal a 37.5 + 0,5 °C,

mediante manta de calentamiento para permitir su recuperacion total.

3. Administracion crénica por via intravenosa mediante Bombas Alzet.

Melatonina (sigma, ST Louis. Mo, USA), preparada para administracion en disolucion de
etanol absoluto y dilucion con solucion de NaCl al 0.9% hasta concentracion final de 5
mg/ml, en una solucion al 15% de etanol en SSI. La solucion de melatonina fue administrada
al grupo 2VO + MEL por infusion continua IV a partir de bombas osmoticas ALZET MODEL
2 ML1( 10 pl/h, 7 dias, Zml), implantadas subcutineamente y de la misma manera se
procedio6 con el grupo 2VO + VEH para la administracion de la solucion vehiculo (etanol
15% en SSI). Para ambos grupos se implantaron las bombas un dia después del

procedimiento 2VO.
3.1 Preparacion e implantacion de las bombas ALZET 2 ML1

De acuerdo a las indicaciones del proveedor, cada bomba se lleno con la solucion estéril de
melatonina o vehiculo utilizando una jeringa. Las bombas fueron incubadas por 4 horas en
solucion salina isoténica estéril en un bano Maria a 37 °C. Las bombas osmoticas Alzet

fueron implantadas subcutaneamente en los animales de la siguiente manera:
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a) Se anestesio la rata y mediante procedimiento quirtirgico se localizo y diseco la vena
yugular derecha. Se hizo una incision en la vena a través de la cual se insertd un
catéter (Cly Adams, PE-50. Bectom Dickison and Company, Sparks, MD, USA.
Heparina en salina 100 U/mlL) y se fijo mediante sutura. El extremo libre del catéter
se dirigio subcutaneamente a la altura de la nuca.

b) En el dorso de la rata se realiz6 una incision y se diseco el tejido celular subcutaneo
en la region intraescapular hasta formar una bolsa que albergo6 la bomba durante
7 dias.

c) El extremo libre de la canula proveniente de la vena yugular se uni6 a la bomba y
ésta se colocO y fijo en el tejido disecado previamente. Se suturaron las heridas. Se

administré antiinflamatorio, analgésico y antibidtico i.m. a todos los animales.

4. Evaluacion funcional del hipocampo: Pruebas de aprendizaje y memoria espaciales.

Se utilizo el MWM (67) que consiste en una tina circular de 140 cmy 50 cm de altura llena
hasta una altura de 25 cm con agua tefiida con violeta de genciana (25 + 1°C). Dentro de
la tina se coloco una plataforma circular de 15 cm de diametro cuya superficie quedd 2
cm por debajo del nivel del agua. La tina se dividié de manera imaginaria en cuatro puntos
(N, S, Ey O) y en cuatro cuadrantes (NO, NE, SO y SE) de manera que la plataforma
sumergida se coloco en el cuadrante NE. A los 15 dias post-2VO, cada rata fue sometida a
2 ensayos diarios durante 7 dias que consistieron en lo siguiente: se coloco a la rata dentro

del agua, de frente a la pared del laberinto, y se le permitid nadar hasta localizar la
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plataforma oculta o hasta que transcurrieran 60 s luego de los cuales la rata fue guiada
hacia la plataforma donde se le permitié permanecer por 10 s. Al término del ensayo, la
rata fue retirada de la plataforma y colocada en su caja de mantenimiento por 20 min antes
del segundo ensayo. El punto de inicio de la prueba para cada animal en los siete dias fue
diferente y elegido al azar y la posicion de la plataforma permaneciod constante. Los objetos
del cuarto de experimentacion y el experimentador constituyeron las sefales espaciales
disponibles para el animal. Las pruebas fueron videograbadas con una camara colocada en
una posicion fija, arriba de la tina, al centro, y a partir de las grabaciones que fueron
analizadas por el programa Sciwork, se obtuvieron las imagenes de las trayectorias de nado
y los valores de latencia de escape (tiempo que tarda el animal en localizar la plataforma),
para evaluar el aprendizaje espacial. Las latencias de escape (s) fueron determinadas para
cada ensayo y los datos de ambos ensayos de cada dia fueron promediados. Con estos datos,
se calculd la mediana de las latencias de escape de cada dia, para cada condicion

experimental.

Al dia siguiente (dia 8) se realizé la prueba de transferencia en la que se retir6 la plataforma
y el animal debid nadar durante 30 s. Se registro la trayectoria de nado del animal y a partir
de ella, el tiempo de permanencia de la rata en el sitio previamente ocupado por la

plataforma, para evaluar la memoria espacial.
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5. Evaluacion de la poblacion neuronal del hipocampo: Técnica de Nissl.

Para el estudio histologico del dafio neuronal en el hipocampo, los animales fueron
perfundidos via intracardiaca con solucion lavadora (solucion salina 0,9%) seguida de una
solucion fijadora compuesta de formaldehido al 4% en la solucion amortiguadora de
fosfatos (pH 7.4). Los cerebros fueron extraidos inmediatamente y post- fijados por

inmersion en formaldehido al 4% amortiguado por un minimo de 24h.

Se realizaron cortes coronales que comprendian al hipocampo. La porcion obtenida (4 mm
de grosor) fue sometida a un proceso de deshidratacion y finalmente incluida en parafina.
Se obtuvieron cortes de 7um los cuales fueron tefiidos empleando violeta de cresilo al 0,5%,
pH 3,9. De cada cerebro se tomaron cortes de hipocampo dorsal localizados entre -3.14mm
y -4.52mm a partir de bregma, de acuerdo a las consideraciones estereotaxicas de Paxinos
(68). Para el analisis histologico, se seleccionaron 2 por cada 5 cortes hasta terminar el
bloque. Las laminas se examinaron al microscopio optico, a 400X. Empleando el analizador
de imagenes de la marca Leica (LAS V4.6). Se conto el numero de neuronas piramidales, 4
cortes por rata en una longitud de area de 500 um de la region CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo, unicamente se contaron las neuronas piramidales que mostraban
caracteristicas morfologicas normales (membranas citoplasmaticas y nuclear distinguibles
y nucleolo visible). Los conteos del hipocampo de los 4 cortes se promediaron para tener un
solo valor por cada animal. Asi mismo, se tomaron microfotografias de algunos cortes

representativos de cada grupo.
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6. Analisis estadistico

Uno de los parametros conductuales, que no siguen una distribucion normal, evaluados en
el Laberinto Acuatico de Morris, las latencias de escape fueron analizados por pruebas no
paramétricas: Las diferencias intragrupales del primero hasta el dia séptimo de la prueba
se utilizo la prueba ANOVA de Friedman seguida Wilcoxon de los rangos con signo de
muestras relacionadas. Las diferencias intergrupales fueron analizadas por la prueba de U
de Mann Whitney.

Los datos mostraron una distribucion normal, de modo que se expresaron como media +
error estandar de la media (EEM) para cada condicion experimental. Para la comparacion
entre grupos se utilizdo un ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey. La diferencia

se considero significativa cuando p<0.05.
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RESULTADOS

Efectos de la melatonina sobre las alteraciones del aprendizaje y memoria espacial

resultante de la hipoperfusion cerebral crénica.

Aprendizaje espacial

En los 3 grupos experimentales se observo una reduccion progresiva de las latencias de

escape en los dias de prueba (Fig. 3) con valores significativos (p <0.05) desde el dia 2 hasta

el ultimo dia de prueba. Sin embargo en el grupo 2VO + VEH los datos mostraron mayor

dispersion de los tiempos de latencia. Solo hubo diferencia significativa intergrupal

(p<0.05) en el dia 3 del grupo 2VO + VEH vs grupo SHAM y del dia 7 vs 2VO + MEL (p

<0.05) (Tabla 2).

i %

*

— T ¥
A e T
F— %

o ¥|

*

o]

—

s I

*

—_ 1

e —

Fig. 3. Latencias de escape intragrupal en el transcurso de 7 dias realizados en Laberinto Acuatico de Morris
(Mediana + Rango) 15 dias después de la cirugia 2VO, *p <0.05. (Grupo SHAM: A; 2VO + VEH: B; 2VO + MEL:

Q).
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Tabla No. 2. Latencias de escape intergrupal en el transcurso de 7 dias realizados en Laberinto Acuatico de

Morris.

GRUPO DiA 1 DiA 2 DiA 3 DiA 4 DfA 5 DiA 6 DA 7
Tiempo Tiempo (s) | Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)
(5)

SHAM 60 37 235 235 26.5 24 10
(60-57.5) (60-13) (51.5-13.5) (42-8) (39-8) (34-10.5) (28.5-6)

2VO + VEH 60 40.5 38.5* 41.5 345 23 19.5°
(60-60) (60-6.5) (60-35.5) (60-12.5) (54.5-14) (50-12.5) | (25.5-10)

2VO + MEL 60 34 45 125 27 15 6.5
(60-43.5) (60-27.5) (60-8.5) (34.5-4) (44-6) (39-3) (38-3)

Los valores estan expresados Mediana + Rango. Diferencia significativa p <0.05* en el dia 3 2VO + VEH vs
SHAM; 2VO + VEH vs 2VO + MEL dia 7.
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Fig. 4. Velocidad de nado (cm/s) en el transcurso de 7 dias realizados en Laberinto Acuatico de Morris (Media

+ EEM). Sin diferencia significativa entre los grupos analizados.
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Fig. 5. Trayectorias de nado representativas de los grupos experimentales en el Laberinto Acuatico de Morris
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los dias 1, 3y 7 de prueba, seguido por la prueba de transferencia (PT). Se observa como el grupo 2VO +

VEH reduce su distancia hasta el dia 7 igual al de los grupos SHAM y 2VO + MEL.
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Memoria espacial

En la prueba de transferencia, los animales del grupo 2VO + VEH permanecieron menos
tiempo en el cuadrante donde se localizo 1a plataforma de escape en los dias anteriores de
la prueba el cual fue significativo (p <0.05) en relacion al grupo SHAM, en tanto que las
ratas del grupo 2VO + MEL tuvieron un mayor tiempo de permanencia en dicho cuadrante
con una significancia mayor (p <0.05) al del grupo 2VO + VEH, sin diferencia significativa

respecto al del grupo SHAM.
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Figura 6. Prueba de transferencia ( Media + EEM) tiempo de permanencia (s) en el cuadrante donde se localizo
la plataforma de escape. La hipoperfusion cerebral cronica alterd la memoria espacial, obteniendo el grupo
2VO + VEH un menor tiempo de permanencia en el cuadrante objetivo en comparacion con el grupo SHAM.
El tratamiento con melatonina previno esta alteracion, de modo que el grupo 2VO + MEL mostré un mayor
tiempo de permanencia en el cuadrante, igual al del grupo SHAM. 2VO + VEH vs SHAM p <0.05; 2VO +
VEH vs 2VO+ MEL p <0.05, sin diferencia significativa 2VO+ MEL vs SHAM.
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Efecto de la melatonina sobre la pérdida de neuronas piramidales de CA1 del hipocampo

inducida por hipoperfusion cerebral cronica.

La hipoperfusion cerebral créonica ocasiond una pérdida neuronal en el sector CA1 del
hipocampo, en el grupo 2VO + VEH a los 24 dias post-cirugia (Fig. 7: C, D) con un numero
de neuronas remanentes ( Fig. 8. Media + EEM; 115.3 + 3.1) significativamente menor (p
<0.05) en comparacion con la poblacion neuronal de las ratas del grupo SHAM (Fig. 8.
161.1 + 2.9)(Fig. 7. A, B). El tratamiento con melatonina del grupo 2VO + MEL redujo la
pérdida neuronal de CA1 (Fig. 7. E, F) de modo que el numero de neuronas piramidales
(Fig. 8. 155.3 + 3.2) fue significativamente mayor (p<0.05) que el grupo 2VO + VEH, y sin

diferencia significativa respecto al grupo SHAM .

Fig. 7. Fotomicrografias representativa de cortes coronales del hipocampo de cerebro de rata, en imagen
panoramica (4X) y en area del segmento CA1 a mayor amplificacion (40X), de animales del grupo Sham
(AB)., grupo 2ZVO+VEH (C.D) Y grupo 2VO+MEL (EF).
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Fig. 8. Numero de neuronas piramidales (Media + EEM) en un area longitudinal de 500 pm en el estrato
piramidal de CA1 del hipocampo bajo las tres condiciones experimentales. 2VO + VEH vs SHAM p<0.05;
2VO + VEH vs 2VO + MEL p <0.05; sin diferencia significativa 2VO + MEL vs SHAM.
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DISCUSION.

Los datos experimentales del presente estudio muestran que el tratamiento cronico con
melatonina durante los 7 dias posteriores al establecimiento de la hipoperfusion cerebral
cronica resulto en una preservacion de la poblacion neuronal del sector CA1 del
hipocampo, asi como un mejor desempeio en las pruebas de aprendizaje espacial. Las
evidencias apoyan el efecto neuroprotector de la melatonina contra los mecanismos

fisiopatoldgicos de dafio causados por la hipoperfusion cerebral cronica.

La pérdida significativa de neuronas piramidales del sector CA1 del hipocampo ha sido un
hallazgo consistente en modelos experimentales de CCH (25-29). Esto es debido a la elevada
vulnerabilidad de estas neuronas como consecuencia de alteraciones en el flujo sanguineo
cerebral. Asi, la preservacion de la poblacion neuronal del hipocampo dorsal se ha
empleado como indicador del efecto neuroprotector de diferentes farmacos, neutralizando

el dafio iniciado por CCH (64-66).

La hipoperfusion cerebral cronica ocasiono una pérdida neuronal significativa en el sector
CA1 del hipocampo (28.4 %) en el grupo 2VO + VEH a los 24 dias post-cirugia en
comparacion con la poblacion neuronal de las ratas del grupo SHAM. En el grupo 2VO +
MEL, el tratamiento con melatonina previno la muerte neuronal hasta en un 96% de la
poblacion de neuronas piramidales del sector CA1 del hipocampo, sin diferencia
significativa respecto al grupo SHAM. De acuerdo a estos datos, la melatonina tuvo un
efecto neuroprotector ya que redujo significativamente la perdida neuronal cuando la

melatonina se aplico por via intravenosa de forma cronica (7 dias) mediante bombas
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osmoticas ALZET 2ML1 a una dosis alta (5mg/ml) de melatonina, 24 horas despues de la
implementacion experiemental de CCH. Se asume que el tiempo de la administracion de
melatonina en el presente estudio coincide con la ventana de oportunidad terapeutica para
su efecto neuroprotector, y bajo estas condiciones, la accion de la melatonina (31, 32) es
exitosa en la prevencion de la muerte neuronal, como en estudios previos en varios modelos
experimentales de isquemia global y focal (51-55), y conservo las condiciones de

sobrevivencia para las neuronas piramidales del hipocampo.

Las acciones antioxidantes de la melatonina incluyendo su capacidad atrapadora de
radicales libres y activacion de enzimas antioxidantes son las acciones celulares, entre otras,
mas frecuentemente mencionadas en relacion al efecto neuroprotector de la melatonina
contra dano isquemico. Asi, bajo estas condiciones la melatonina neutraliza la
sobreproduccion de radicales libres (57-60) y su desfavorable consecuencia en el
funcionamiento mitocondrial, previniendo la activacion de mecanismos proapototicos (40-
42), lo cual se agrega a los mecanismos fisiopatologicos que conducen al dafio cerebral.
Adicionalmente el efecto neuroprotector de la melatonina se atribuye a la preservacion del
citoesqueleto del dafio causado por radicales libres (69) asi como en reportes recientes (70)

la melatonina favorece la neurogenesis en el hipocampo.

La perdida neuronal en estructuras cerebrales vulnerables a CCH da lugar a deficits
permanentes en el aprendizaje y memoria espacial evaluado a traves de MWM. La
hipoperfusion cerebral cronica altero el aprendizaje espacial, con latencias de escape
mayores en el grupo 2VO + VEH. Los 3 grupos experimentales mostraron una reduccion

progresiva de las latencias de escape en los 7 dias de prueba de manera similar a lo
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reportado por otros autores (26, 28, 61, 71) que han empleado el modelo de hipoperfusion
cerebral cronica y evaluado mediante la aplicacion del MWM. Sin embargo, el
comportamiento del grupo 2VO + VEH, fue poco uniforme. Los valores de mediana durante
los 6 dias de prueba fueron superiores a la de los otros grupos. Por otro lado, los grupos
SHAM y 2VO + MEL mostraron un comportamiento similar en la resolucion del laberinto
tanto en el analisis de las latencias de escape como en las trayectoria de nado. Respecto a la
prueba de transferencia, indicadora de memoria espacial, el grupo 2VO + VEH mostro una
reduccion significativa en su permanencia en el cuadrante de la plataforma. En cambio, en
forma similar al grupo SHAM, el grupo 2VO + MEL mostro una busqueda persistente de
la plataforma en el cuadrante, que en los dias previos la albergo. La hipoperfusion cerebral
cronica altero la memoria espacial mientras que el tratamiento con melatonina previno
esta alteracion, de modo que el grupo 2VO + MEL mostro un periodo de permanencia en el
cuadrante objetivo, similar al del grupo SHAM. Los datos obtenidos en el grupo de animales
experimentales tratados con melatonina sugieren que la capacidad de integracion neuronal

para el aprendizaje y la memoria espacial fueron preservadas por la melatonina.

El estrés oxidativo es un factor clave que contribuye a la neurodegeneracion caracteristica
de diversas patologias del SNC entre ellas la Demencia Vascular. Por esta razon, la busqueda

de terapias antioxidantes es una estrategia terapeutica novedosa (72).
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La melatonina es un potente atrapador de radicales libres, los cuales participan alterando
estructuras vitales, su dano acumulativo con la edad toma un significado relevante, no solo
para el envejecimiento saludable sino para otras patologias relacionadas con el
envejecimiento. En el envejecimiento saludable 1a secrecion de melatonina por la glandula
pineal disminuye (61), alterando funciones circadicas como el sueno. En un estudio clinico
en adultos mayores con sintomas de demencia, la concentracion de melatonina en plasma,

€s aun menor (73).
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CONCLUSION

Los resultados del presente estudio enfatizan la eficacia de la melatonina en neutralizar los
mecanismos fisiopatologicos causados por la hipoperfusion cerebral previniendo el dafio
progresivo y severo de funciones relacionadas a estructuras vulnerables que en conjunto

pueden resultar en demencia vascular y pérdidas de funciones ejecutivas.

Los hallazgos del efecto neuroprotector de la melatonina en un modelo experimental de
hipoperfusion cerebral son relevantes para continuar la investigacion sobre esta molécula,
en vista de su potencial uso clinico como agente terapéutico en patologias del sistema
nervioso central relacionadas con accidentes cerebrovasculares y de manera natural mas

comunes por la tendencia al envejecimiento en la poblacion.
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PERSPECTIVAS

Considerando que la CCH altera estructuras cerebrales como el hipocampo y la corteza
prefrontal entre otras, se sugiere evaluar la memoria de trabajo en los animales de
experimentacion, asi como el andlisis histologico y de la citoarquitectura de dicha

estructura.

Evaluar la concentracion sérica y en orina de los metabolitos de 1a melatonina durante el

tratamiento.

Realizar el procedimiento experimental con ratas viejas (18 meses) para tratar de simular

lo mas posible la etapa de vejez en los humanos.
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