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RESUMEN

INTRODUCCION: La reduccion del suministro de oxigeno y glucosa al cerebro
hasta concentraciones inferiores al 10% de lo normal, como ocurre durante la
isquemia cerebral global aguda (ICGA) asociada a un paro cardiaco o a
hipotensién severa, provoca dafo en estructuras cerebrales especificas, que se
manifiesta principalmente por la muerte de neuronas consideradas como muy
vulnerables, entre las que se encuentran las neuronas piramidales de la regién
CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo, las neuronas piramidales de las
capas lll y V de la corteza cerebral, las células de Purkinje del cerebelo y las
neuronas espinosas del nucleo caudado, con la consecuente alteracion de las
funciones cognoscitivas que son integradas en estas zonas. Cuando una célula
es expuesta a un estimulo de dafo, dependiendo de su severidad, se pueden
activar diversos fendbmenos que llevan a un dano reversible, o bien a dafo
irreversible y muerte. En la secuencia de los fendbmenos de dafo hay
indicadores tempranos que no definen aun el destino de las células y otros
fendmenos tardios relacionados con el curso definitivo del dafio neuronal. En
particular, la activacion de la caspasa-3 (Casp-3) y la fragmentacion
internucleosomal del DNA en neuronas del area CA1 del hipocampo, se han
interpretado como indicadores tardios de dafio producido por isquemia. La
reduccion de estos indicadores mediante la administracion previa o inmediata
al periodo de isquemia, de farmacos neuroprotectores, que disminuyen o
contrarrestan uno o varios de los mecanismos fisiopatologicos
desencadenados por esta condicion, es un parametro de la eficacia y del
mecanismo celular de accion de estos farmacos. Entre los diversos agentes
neuroprotectores que reducen la magnitud del dano por isquemia cerebral
global se encuentra la progesterona (P4), la cual tiene varios mecanismos
celulares de accion: incremento de la actividad GABAérgica inhibidora,
acciones antioxidantes, propiedades anti-edema, disminucion de la liberacién
de citocinas proinflamatorias y acciones anti-apoptéticas. En nuestro
laboratorio, se ha demostrado que P, administrada en el periodo inmediato
post-isquemia (15 min), preserva las caracteristicas citoarquitectonicas de las
neuronas piramidales del hipocampo, incluyendo sus arborizaciones y la

densidad de espinas dendriticas y reduce las alteraciones de indicadores



funcionales de la integridad del hipocampo. Sin embargo, no se conoce si los
efectos de P4 estan mediados, al menos en parte, por la reduccién de la
activacién de la Casp-3 y de la fragmentacion del DNA, tal y como ha sido
descrito en otros modelos de dafo, como dafo traumatico al cerebro e
isquemia in vitro. OBJETIVOS: Evaluar el efecto de la administracion de
progesterona sobre la activacion de la Casp-3 y la fragmentacion del DNA
como indicadores tardios de dafo neuronal, en las neuronas piramidales de las
regiones CA1, CA2, CA3 y el hilus del giro dentado del cuerno de Ammon del
hipocampo de ratas, después de un episodio de ICGA. MATERIAL Y
METODOS: Se utilizaron 3 grupos de ratas macho Sprague Dawley adultas: el
primero fue sometido a las maniobras simuladas (sham) del modelo de ICGA y
los otros dos fueron sometidos a ICGA por el “modelo de oclusion de los cuatro
vasos”: uno de estos dos fue tratado con el vehiculo (B-ciclodextrina al 20% en
agua inyectable, 0.5 mL, iv) y el otro con P4 (8 mg/kg, iv), a los 15 min y a las
2,6, 22,46 y 70 h post-isquemia. Las ratas fueron anestesiadas con una dosis
letal de pentobarbital sédico a las 24, 48, 72 h o 7 d después del periodo de
ICGA o de la manipulacién sham y los cerebros de los animales, fijados por
perfusion intracardiaca. Se cortaron rebanadas coronales de 3 mm,
conteniendo al hipocampo y fueron procesadas hasta su inclusion en bloques
de parafina, de los cuales se obtuvieron cortes coronales de 10 6 de 5 uym
donde se analizaron, respectivamente, la poblacién neuronal remanente de las
diferentes regiones del cuerno de Ammodn del hipocampo en cortes tefidos
mediante la técnica de Nissl, la inmunorreactividad (IR) a Casp-3 en su forma
activa e inactiva mediante la técnica de inmunohistoquimica, y la fragmentacion
del DNA por medio de la técnica de TUNEL. RESULTADOS: la ICGA provocé
dafo neuronal, particularmente en la region CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo, evidenciado a través de la pérdida de la mayoria de esas neuronas
a partir de las 72 h post-isquemia. La ICGA indujo un incremento en la IR a
Casp-3 total en las diferentes regiones del cuerno de Ammoén del hipocampo, y
en menor grado a Casp-3 activa, particularmente en las neuronas piramidales
de la region CA1, a las 72 h post-isquemia. La ICGA indujo la fragmentacion
del DNA de las neuronas piramidales de la region CA1 del cuerno de Ammodn
del hipocampo manifestada a través de un incremento en el numero de

neuronas positivas a TUNEL, a partir de las 72 h post-isquemia. P4 no redujo



la pérdida de neuronas piramidales en CA1, ni la IR a Casp-3 total o activa,
pero redujo significativamente el numero de neuronas positivas a TUNEL en la
region CA1. CONCLUSIONES: la ICGA provocé la muerte neuronal tardia de
las neuronas piramidales de la regién CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo. El aumento en la IR a Casp-3 total, comparado con el menor
aumento (grado) a Casp-3 activa, sugiere un incremento en la sintesis de esta
enzima, mas que en su activacion, posterior a la ICGA. La ICGA incrementé la
fragmentacién del DNA en las neuronas piramidales de la region CA1 del
cuerno de Ammon del hipocampo. El efecto neuroprotector de P4 se manifesté
a través de la reduccidon de la fragmentacion del DNA después de la ICGA,

especialmente a los 7 d post-isquemia.
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. INTRODUCCION
ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia cerebral es una condicién cerebrovascular en la cual ocurre una
disminucién del flujo sanguineo, y por lo tanto, de oxigeno y glucosa al cerebro,
a concentraciones que interfieren con el funcionamiento neuronal. Con base en
la localizacion anatomica y en la extensidon que abarca, la isquemia que
involucra al cerebro completo y ocurre durante un paro cardiaco o hipotension
sistémica severa, se denomina isquemia cerebral global (ICG), mientras que
aquella que afecta a regiones restringidas del cerebro y ocurre por la oclusién o
ruptura de una arteria, se le denomina isquemia cerebral focal (ICF) (Roine,
1997; Lipton, 1999). En la Tabla 1 se presentan algunas de las diferencias

entre estos dos tipos de isquemia.

Tabla 1. Diferencias fisiopatoldgicas entre la isquemia cerebral global y focal.

Transitoria Transitoria/ Permanente

Isquemia completa/ incompleta Isquemia completa

Disminucion o cese del flujo sanguineo cerebral  Oclusién o ruptura de una arteria
Muerte neuronal selectiva Infarto cerebral

Lesion excitotoxica Desconocido

Lesion dependiente de la temperatura Lesion independiente de la temperatura
Lesion bilateral (ambos hemisferios) Lesion unilateral (s6lo un hemisferio)
Seguida de reperfusion Seguida o no de reperfusion

La lesién se completa luego de dias El infarto se completa luego de horas

Tomada y modificada de Roine, 1997.

La isquemia cerebral se incluye dentro de las cuatro primeras causas de
mortalidad en México y en el mundo. Las cifras varian en funcion del género
(en edad reproductiva hay menor incidencia en las mujeres que en los hombres
y luego de la menopausia es igual en ambos); y de la edad (mayor después de
los 65 afnos). En cuanto a las cifras de mortalidad en nuestro pais, tenemos que
las enfermedades cerebrovasculares (incluyendo ICF) son responsables del
5.8% de las defunciones por afo, mientras que la enfermedad isquémica del
corazon (que incluye ICG) lo es del 10.6% (Direccion General de Informacién
en Salud, 2004; Velazquez-Monroy y cols., 2007; INEGI, 2009).

Modelos animales de isquemia cerebral
La mejor herramienta de que se dispone hoy por hoy para estudiar la

fisiopatologia de la isquemia cerebral son los modelos experimentales, ya que
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permiten realizar manipulaciones experimentales y analizar el curso temporal,
la distribucion regional y los aspectos moleculares de los fenédmenos celulares
que tienen lugar durante y después de la isquemia; y que pueden llevar al dafio
cerebral isquémico. Ademas, los modelos animales permiten estudiar los
efectos de nuevos compuestos capaces de minimizar dicho dafio, lo que es de
especial interés para su aplicacion clinica. El conocimiento de los mecanismos
subyacentes al dafo cerebral es el paso previo al desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas y nuevos farmacos que eviten la aparicion de lesiones
irreversibles (Roda y cols., 1998; Prieto-Arribas y cols., 2008).

Actualmente, los animales que ofrecen mas ventajas como modelos
experimentales son los pequefios roedores, especialmente las ratas. Las ratas
tienen una anatomia vascular cerebral y una fisiologia aceptablemente
similares a las de los humanos y son animales de bajo costo, faciles de criar y
manejar, por lo que se han convertido en los animales de experimentacion mas
ampliamente utilizados (Ginsberg y Busto, 1989; Pérez-Asensio, 2005). Existen
modelos de isquemia cerebral con los que se puede inducir una isquemia
global, si ésta afecta a todo el cerebro, o focal, si se limita a una parte del
cerebro. También puede diferenciarse entre modelos de isquemia transitoria, si
la fase de isquemia va seguida de una fase de reperfusion; o permanente, si
sb6lo se produce isquemia sin restituirse el flujo sanguineo. Los distintos
modelos animales de isquemia cerebral se pueden agrupar en tres tipos:
modelos de isquemia cerebral global, de isquemia cerebral focal vy
hemorragicos (Tabla 2) (Prieto-Arribas y cols., 2008).

Tabla 2. Modelos animales de isquemia cerebral.

In vivo Autor, afo

Modelos de isquemnia cerebral global en animales

Parada cardiaca Fibrilacian verntricular Hossrmann, 1973
Inyeccion intracardiaca de cardiopléjicos Kaofler, 2004
Exanguinacidn Behringer, 2000
Ahogamiento Makarenka, 1972
Asfidia Liachenko, 1993

12



Interupcidn completa
de la circulacidn cerebral

Interrupcicn de la
circulacidn cerebral

Dclusién 2 vasos(jetbos)

Levine, 1966

Oclusién 2 vasod ratas)
+ hipotensionfhipoxia

Eklaf, 1972

Oclusién 4 vasoslratas)

Pulzinelli, 1975
Sugio, 19828

Estrangulacicn cervical

Rakat, 1938

Decapitacion

Hinzen, 1972

Interupcian incompleta
de la circulacion cersbral

Hipotension arterial.

Estenosis de arterias
cardtidas comunss o
rmediante una fistula
artericvenosa

Shikata, 2004
Hai, 2002

Hipertensidan intracransal

Siesjd, 1970

Modelos de isquemia cerebral focal 2n animales

Oclusién de la arteria
cardtida corman en jerbos

Ocluzion de la arteria
cardtida comon

Kelly, 2001
Levine, 1966

Encefalopatia andxica-isquémica

Levine, 1960

Ocluzion de laarteria Oclusién transorbital

cerehral maedia

Hudgins, 1970
Hoszsman, 1920

Oclusian transcraneal

Proodrnal & cisura rinal

Tarmura, 1921

Distal a cisura rinal

Chen, 1986
Liu, 18989
Bederson, 1936

Oelusian intralurninal
mediante un filamento

Kaoizurmi, 1926
Zea Longa, 19859
Belayew 1996
Smith-Elsassser,
1998

Oelusian intralurninal

mediante embolia de coagulo
de sangre autélogo o heterdlogo

Ornergaard, 1992
Ornergaard, 19594
Zhang, 1957

Oeluzion microvascular Oclusion fototrombdtica

Watson, 1926

de la arteria cerebral

rmedia Agregados plaguetarios

Fieschi, 1975

Inyeccion intracersbral

de endotelinas (tipos 1 v 3)

Sharkey, 1995
Henszhall, 1925

Infartos espontanecs en ratas
espontansaments hipertensas

Yarmori, 1976

Iy vitro

Cultivos primarios neuronales

Goldberg, 1993

Cultivos organotipicos

Wornowy, 1994

Rodajaz de cersbro Raodajas de hipocampo

Taylor, 1995

Tomada de Prieto-Arribas y cols., 2008.
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Fisiopatologia de la isquemia cerebral

La isquemia cerebral desencadena una secuencia de fendmenos moleculares a
corto y a largo plazo que se inician por la falla energética relacionada con la
interrupcion de los procesos de fosforilacion oxidativa y el déficit en la
produccion de ATP (Fig. 1) (Arango-Davila y cols., 2004).

La pérdida de los gradientes idnicos transmembranales debido a fallas en los
intercambiadores idnicos dependientes de energia, principalmente la Na*-K"
ATPasa, induce la despolarizacion masiva de neuronas y células gliales por la
entrada de Na* al citoplasma, lo que a su vez provoca el ingreso de Ca®", asi
como de CI" a través de canales dependientes de voltaje, y agua, lo que resulta
en edema celular. La falla energética y los cambios ionicos asociados
ocasionan la liberacion pre-sinaptica masiva de neurotransmisores excitatorios
como el aminoacido glutamato (Glu), que resulta en excitacién post-sinaptica
de los receptores glutamatérgicos ionotrépicos de tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) y acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA), lo que
induce un incremento aun mayor de la concentracion de calcio intracelular.
Este incremento de calcio intracelular, por lo tanto, no depende exclusivamente
de la estimulacion de canales de calcio dependientes de voltaje, sino también
de la activacién de receptores de Glu (Kogure y cols., 1988; Siesjo y cols.,
1995; Sarraf-Yazdi y cols., 1999; Gwag y cols., 2002; Mehta y cols., 2007). El
calcio intracelular también se incrementa por su liberacion a partir de los
reservorios intracelulares, como el reticulo endoplasmico y las mitocondrias
(Choi, 1987; Gwag y cols., 2002) y por su parte, la sobrecarga de calcio
provoca la pérdida del potencial de membrana de la mitocondria y la liberacién
de proteinas pro-apoptéticas del espacio intermembranal hacia el citoplasma,
como por ejemplo, el citocromo ¢ (Zhang y cols., 2001). El ingreso y la
permanencia de cantidades anormalmente grandes de calcio libre en las
células desencadena un conjunto de alteraciones celulares progresivas que
pueden llevar al dafio neuronal irreversible y a la lisis de diversos componentes
estructurales de las neuronas, entre los que destacan la activacion de diversas
proteinas efectoras, tales como: la fosfolipasa A2 (PLA2), que hidroliza a los
fosfolipidos de las membranas celulares e incrementa los niveles de acidos
grasos libres como el araquiddnico, algunas proteasas como las calpainas que

degradan a importantes proteinas estructurales y funcionales (Earnshaw vy
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cols., 1999; Nicholson, 1999; Chang y Yang, 2000); y la sintasa del 6xido nitrico
que junto con especies reactivas de oxigeno (ROS) forman especies reactivas
de nitrogeno (RNS) que inician los mecanismos de dafio a macromoléculas,
como lipidos de membrana, DNA y proteinas (White y cols., 1996).

Por otro lado, la isquemia cerebral desencadena la activacion y expresién de
genes. Algunos de estos genes forman parten de la reaccién inmediata de la
neurona, al dafo (Akins y cols., 1996), mientras que otros se asocian a
procesos celulares que determinan el destino proximo de la neurona afectada y

otros coordinan los mecanismos de reparacion de la neurona y los tejidos.
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Figura 1. Principales fendmenos fisiopatologicos desencadenados por la isquemia cerebral
global.

Isquemia cerebral global aguda

La isquemia cerebral global aguda (ICGA) se origina por la reduccién del flujo
sanguineo a todo el cerebro a valores inferiores al 10% de lo normal (>10

mL/min/100g de tejido) (isquemia global incompleta), o bien la supresién total



(isquemia global completa) por periodos de varios minutos y se asocia
generalmente con eventos como un paro cardiaco o una hipotension severa,

resultando en una hipoperfusion del 6rgano entero (Roine, 1997).

Vulnerabilidad selectiva

Diversos estudios han puesto de manifiesto algunas caracteristicas del sistema
nervioso central que pueden influir de manera importante en el dafio cerebral
provocado por diferentes patologias agudas o cronicas. Tal es el caso de la
diferente vulnerabilidad de los distintos tipos de neuronas que forman parte de
estructuras cerebrales especificas, ante una reduccién del flujo sanguineo en
todo el cerebro, como ocurre en la ICGA. Asi, se han identificado a las
neuronas piramidales de la region CA1 del cuerno de Ammédn del hipocampo
(Fig. 2), a las neuronas piramidales de las capas Ill y V de la corteza cerebral, a
las células de Purkinje del cerebelo y a las neuronas espinosas del nucleo
caudado, como los tipos neuronales mas susceptibles a la isquemia (Araki y
cols., 1989; Kogure y cols, 1988; Siesj0 y cols, 1995; Sarraf-Yazdi y cols,
1999).

Este dafo provocado por la isquemia induce a su vez deterioro en aquellas
funciones cerebrales cuya integracién depende de las estructuras lesionadas,
como son la orientacién espacial, el aprendizaje y la memoria en el caso del

hipocampo (Zola-Morgan y cols., 1986; Block, 1999).

Figura 2. Anatomia del hipocampo de rata. Se muestran las diferentes regiones del cuerno de
Ammoén del hipocampo, en mayor aumento se muestra la regiéon CA1. Tomada y modificada de
www.bio.davidson.edu/.../method/Brainparts.html
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El hipocampo

El hipocampo (Fig. 2) es la estructura cerebral donde es mas evidente el
fendmeno de vulnerabilidad selectiva. Por ejemplo, 5 min de isquemia inducen
muerte neuronal tardia de casi todas las neuronas piramidales de CA1 (Kirino y
cols., 1984), sin efectos en otras poblaciones; mientras que 20 min inducen
muerte celular en las neuronas de CA3 ademas de las de CA1, sin efectos en
las células granulares del giro dentado o en las interneuronas de CA1
(Schmidt-Kastner y Freund, 1991; Lipton, 1999). Las bases del fendmeno de
vulnerabilidad selectiva no han sido totalmente determinadas; sin embargo, una
de las explicaciones es la abundancia de inervacion excitatoria, ademas de
otras diferencias que se han ido reconociendo entre las células mas

vulnerables con respecto a las menos vulnerables (Tabla 3).

Tabla 3. Bases potenciales para la vulnerabilidad selectiva de las células piramidales de CA1

Cambios en detrimento de CA1 Cambios benéficos que no ocurren en CAl

1 RNA m de Casp-3 Expresion de genes inmediatos (c-fos, c-Jun, etc.)
| Sintesis de proteinas Sintesis de BDNF

| SOD a 24 h post-isquemia Sintesis de proteinas de choque térmico

1 Acidos grasos libres Sintesis de Bcl-2

| Niveles basales de calpastatina

1 Ca®"y | ATP a 24 h post-isquemia
Acumulacién de Zinc

Restablecimiento lento del pH

1 de NFkB

Pérdida de ubiquitina

Pérdida de BDNF

1 RNAm de c-Jun a 24-48 h post-isquemia
Vulnerabilidad de CA1 a radicales libres

Abreviaturas: SOD, Superoéxido dismutasa; BDNF, Factor neurotréfico derivado del cerebro.
NFB, Factor nuclear kappa B. 1, incremento; |, disminucién. Tomada y modificada de Lipton,
1999.
Recientemente, se han descrito otras causas para la vulnerabilidad selectiva
post-isquemia de las neuronas de CA1:

e La liberacién mitocondrial de citocromo ¢ (Sugawara y cols., 1999).

e Elincremento en la actividad de la PLA2 (Arai y cols., 2001).

e La disfuncién selectiva de los astrocitos de CA1 que pierden el

transportador de glutamato GLT1 (Ouyang y cols., 2007).
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Dano isquémico en CA1

Las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo son las mas
vulnerables de todo el cerebro anterior. Kirino (1982) describio que las
neuronas de CA1 mantienen una apariencia normal hasta 2 d después de la
isquemia y es hasta después que muestran signos de dafo. Este curso
temporal puso de manifiesto que existe un mecanismo de dafo isquémico
denominado muerte neuronal tardia (Pulsinelli y cols., 1982), como se ilustra en
la Fig. 3. En numerosos estudios se ha establecido que después de un episodio
de ICGA con una duracion de 5-10 min en jerbos y de 5-30 min en ratas, las
neuronas piramidales de la regidon CA1 sufren cambios morfoldégicos que
indican dafo neuronal, que sélo se evidencia a las 48 o 72 h post-isquemia
(Schmidt-Kastner y Freund, 1991).

0h oh #°
CAl
E 4 &

DG CA-}CA? o

24 h 24 h 3
o f‘-
r 4

72 h 72 h

Figura 3. Morfologia del hipocampo post-isquemia. Cortes del cuerno de Ammodn del
hipocampo (izquierda) y de la regién CA1 (derecha) después de la cirugia sham 0 h,0a24 hy
a 72 h de reperfusion, tenidos con violeta de cresilo. A las 72 h, se observa una pérdida
neuronal severa en CA1. Tomada y modificada de Jin y cols., 2001.

Muerte celular en la isquemia cerebral
Cuando una célula es expuesta a un estimulo nocivo, dependiendo de su

severidad, se pueden activar diversos fendmenos que llevan a un dafo

18



reversible, o bien a dafio irreversible y muerte. Existen al menos tres formas
diferentes de muerte celular que participan en la muerte neuronal isquémica
(Lipton, 1999). Dos de ellas, apoptosis y autofagia, no son exclusivas de los
procesos de dafio sino que también estan involucradas en algunos procesos
fisiologicos criticos en los organismos multicelulares, como son el desarrollo
embrionario, el mantenimiento de la homeostasis celular y durante el recambio
del sistema inmune (Galluzzi y cols., 2007). La apoptosis es un proceso activo
en el que ocurre la expresion de algunos genes y la sintesis y activacion de
proteinas (Graham y Chen, 2001; Elmore, 2007); la apoptosis se caracteriza
morfolégicamente por la condensacion del nucleo y del citoplasma, la
fragmentacion nuclear y la aparicion de agregados de cromatina condensada
que dan lugar a la formacién de cuerpos apoptéticos rodeados de membrana
que pueden a su vez ser posteriormente fagocitados sin desencadenar un
proceso inflamatorio (Allen y cols., 1997; Love, 2003; Elmore, 2007). Por otro
lado, en la autofagia ocurre la formacion de autofagosomas que son el
resultado de la fusion de los lisosomas con otros organelos celulares (Chu,
2008). La tercera categoria de muerte celular, denominada necrosis, se
diferencia de las otras dos por ser el resultado de una disfuncién celular aguda,
que en el caso de la isquemia ocurre en respuesta a los fendmenos
fisiopatoldgicos descritos anteriormente y es un proceso severo relativamente
pasivo, donde no se requiere la expresion de genes ni la activacion de
proteinas (Syntichaki y Tavernarakis, 2003). Morfolégicamente, la necrosis esta
caracterizada por un incremento del volumen celular y de los organelos, entre
ellos las mitocondrias, con la ruptura de las membranas plasmatica y nuclear y
la posterior liberacion del contenido celular al medio intercelular, la cual puede
causar importantes dafos en el tejido afectando a las células vecinas al activar
y atraer diversos tipos celulares al lugar de la lesidn como resultado de la
liberacion de moléculas proinflamatorias (Proskuryakov y cols., 2003).

La muerte neuronal isquémica se inicia por cambios que alteran o inhiben de la
fosforilacién oxidativa, como son la disminucion del ATP, la disminucion del pH,
la produccion de radicales libres por la cadena de transporte de electrones a
nivel mitocondrial, el incremento intracelular de iones Na* y la despolarizacion
de la membrana plasmatica como resultado de la falta del sustrato (ATP) de la

bomba Na*-K* ATPasa, asi como el incremento de las concentraciones de
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calcio intracelular (Lipton, 1999; Gwag y cols., 2002; Mehta y cols., 2007). Lo
anterior conduce a cambios secundarios en las concentraciones idnicas y en la
liberacion de neurotransmisores, asi como a la activacion de algunos genes y
enzimas, que en conjunto con los cambios iniciales, desencadenan la
activacion de los procesos de dafio. Dichos procesos de dafo son
denominados “perpetradores” y se caracterizan por la habilidad de producir
cambios a largo plazo en las macromoléculas. Estos incluyen la activacién de
proteasas, fosfolipasas y la generacion de radicales libres. El proceso de
muerte neuronal isquémica resultante de la activaciéon de los perpetradores
puede ser dividido en dos etapas principales: Cambios funcionales y
estructurales criticos, como incremento en la permeabilidad de la membrana,
disfuncién mitocondrial, disminucién de la sintesis de proteinas y dafo al
citoesqueleto, y estadios finales de muerte celular (Fig. 1), con la morfologia
que caracteriza a cada tipo de muerte neuronal (Allen y cols., 1997; Lipton,
1999) (Tabla 4).

Tabla 4. Rasgos comparativos entre la apoptosis y la necrosis.

Pérdida de la homeostasis celular Sin cambios importantes al inicio
Permeabilidad de la membrana alterada No vista, al menos inicialmente

Salida de K, entrada de Na* Sin entrada de Na*, sin cambios en la
Caida del potencial de membrana concentracion de K* de la célula

Edema de organelos y destruccion de los Condensacion del citoplasma y organelos
mismos intactos

Deplecion de la energia celular (ATP) Sin deplecion de energia celular

Sintesis baja de macromoléculas Sintesis alta de macromoléculas

Afecta a las células vecinas (inflamacion) No afecta a las células vecinas (Sin inflamacion)
Fragmentacion desordenada del DNA Fragmentacion internucleosomal del DNA
ATROFIA PASIVA DEGENERACION ACTIVA

Tomada y modificada de Allen y cols., 1997.

Marcadores tardios de dafno neuronal

Cuando el estimulo de dafio es de severidad moderada, se pueden activar
intermediarios que dirigen dicha sefial hacia la maquinaria enzimatica
responsable de los fendmenos de muerte por apoptosis. En la secuencia de los
fendmenos de este tipo de dano, hay indicadores tempranos y tardios. Entre
los indicadores tempranos estan las proteinas resultantes de la expresion de
los genes inmediatos tempranos o algunas proteinas anti-apoptéticas (Barone y

cols., 1998; Kapinya y cols., 2000; Gwag y cols., 2002), pero estos indicadores
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pueden representar la respuesta de las neuronas hacia los estimulos y, por lo
tanto, no permiten reconocer aun el destino de las células hacia dafo reversible
o hacia dafo irreversible y muerte.

Por otro lado, entre los fendmenos tardios, relacionados con el curso definitivo
del dafo neuronal, se encuentran la activacion de las caspasas y la

fragmentacién del DNA.

Caspasas

El nombre de caspasa es una contraccion de “proteasa dependiente de cisteina
y especifica de aspartato” (en inglés caspase, cysteinyl aspartate-specific
proteinase) (Fernandes-Alnemri y cols., 1996). Las caspasas son proteasas
altamente conservadas a lo largo de la evolucion desde el nematodo C.
elegans hasta los mamiferos (Nicholson y Thornberry, 1997; Philchenkov,
2004). Estas proteinas contienen tres dominios funcionales: un prodominio N-
terminal, una subunidad grande que contiene el centro activo formado por una
cisteina dentro de un motivo altamente conservado, QACXG, y una subunidad
pequefia en el C-terminal (Fig. 4a) (Earnshaw y cols., 1999).

Hasta ahora se han identificado 14 caspasas diferentes en mamiferos
(Chowdhury y cols., 2008), distribuidas en dos subfamilias biologicas distintas:
una de ellas participa en el procesamiento de citocinas proinflamatorias
(caspasas activadoras 1, 4, 5, 11, 12, 13 y 14), y la otra es necesaria para
iniciar (caspasas iniciadoras 2, 8, 9 y 10) y ejecutar (caspasas efectoras 3, 6 y
7) la respuesta durante la muerte celular programada (Nicholson y Thornberry,
1997; Nuinez y cols., 1998; Budihardjo y cols., 1999; Earnshaw y cols., 1999;
Nicholson, 1999; Chang y Yang, 2000; Reed, 2000; Philchenkov, 2004; Prunell
y cols., 2005).

De manera normal y constante, las caspasas se sintetizan en forma de
zimogenos (procaspasas), estado en el cual se mantienen inactivas. Estos
zimogenos estan compuestos de tres dominios: un prodominio N-terminal, y los
dominios p20 y p10 (Fig. 4b) que luego de 2 cortes proteoliticos formaran la
enzima madura y activa, organizada en un heterotetramero que contiene dos
p20/p10 heterodimeros y dos centros activos (Earnshaw vy cols., 1999;
Chowdhury y cols., 2008).
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Figura 4. Estructura general de las caspasas. En la parte a) se muestra la estructura de una
procaspasa y en la b) la estructura de una caspasa activa. Tomada y modificada de Chowdhury
y cols., 2008.

Caspasa-3

Dentro de las caspasas efectoras, se encuentra la caspasa-3 (Casp-3), también
conocida como CPP32, apopaina o Yama (Fernandes-Alnemri y cols., 1996).
La Casp-3 es codificada por un RNAmM de 2.6 Kb que se expresa en varios
tejidos y tipos celulares (Kumar, 1997). Su precursor, es decir, la forma inactiva
de la Casp-3 denominada procaspasa-3 tiene un peso molecular de 32 KDa
(pro-Casp-3, p32) y comparte alrededor del 35% de homologia con la proteina
efectora de la apoptosis en C. elegans CED3 (Nicholson y cols., 1995).

La forma enzimaticamente activa de la Casp-3 esta formada por 2 subunidades
de 17 KDa (p17) y 12 KDa (p12) derivados del precursor p32. La activacion,
mediada por la Granzima B, Mch4, caspasa-8 y caspasa-9, ocurre en el residuo
Asp175 y genera las subunidades p20 y p12. Posteriormente, el corte en Asp9
y Asp28 (posiblemente por autocatalisis) genera la subunidad p17 (Fig. 5a)
(Kumar, 1997). Los fragmentos p17 y p12 forman de un heterodimero que, por
asociacion con un dimero similar, da lugar a un heterotetramero

enzimaticamente activo (Fig. 5b) (Nicholson y cols., 1995).
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La similitud estructural de la Casp-3 y CED-3 sugiere el papel de esta proteina
en el proceso de apoptosis (Kumar, 1997).

Durante el desarrollo normal del cerebro de los mamiferos, cuando mas de la
mitad de las neuronas en algunas regiones cerebrales son removidas a través
de apoptosis, Casp-3 juega un papel esencial. En la rata, la Pro-Casp-3 esta
sobreexpresada desde el dia 17 del desarrollo embrionario hasta el dia post-
natal 7 y disminuye después del dia 14 post-natal (Kurosu y cols., 2004). La
importancia de la activacion de Casp-3 en el desarrollo del sistema nervioso
central se estudid en animales modificados genéticamente, el ratébn knockout
(Casp-3 -/-) presenta una expansion neuronal y desarrollo cerebral anormal que
resultan en la muerte del animal en las primeras 3 semanas de vida (Kuida y
cols., 1996; Los y cols., 1999).

D> D2gd D175

2117

Figura 5. Estructura de la Casp-3. En la parte a) se esquematiza a la estructura primaria de la
Casp-3 y los sitios de corte. En la parte b) se muestran las subunidades p17 en azul y verde,
las subunidades p12 en rojo y rosa, y el sitio de union de los inhibidores en amarillo. Se indican
los extremos amino y carboxilo. Tomada y modificada de Chang y Yang, 2000.
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Se sabe que Casp-3 ejerce su efecto sobre proteinas que participan en la
reparacion del DNA, como son la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) y otros
sustratos involucrados en el mantenimiento de la integridad estructural de la
célula (Revision en Chang y Yang, 2000). Uno de los blancos particulares de
Casp-3 es el inhibidor (iCAD) de la DNAsa activada por caspasas (CAD) (Enari
y cols., 1998) que una vez fragmentado libera la forma activa de la CAD que se

trasloca al nucleo y fragmenta al DNA (Fig. 6) (Nagata, 2000).
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Figura 6. Fragmentacion del DNA resultante de la actividad proteolitica de la Casp-3. Tomada
de Nagata, 2000.

En modelos de isquemia cerebral global se ha reportado la activacién de la
Casp-3 en la regién CA1, misma que ha sido interpretada como evidencia de
que la muerte neuronal ocurre por apoptosis (Armstrong y cols., 1997; Gillardon
y cols., 1997; Chen y cols., 1998; Ni y cols., 1998; Niwa y cols., 2001; Muller y
cols., 2004; Tanaka y cols., 2004; Shimizu y cols., 2007; Teschendorf y cols.,
2008). La participacion de la Casp-3 activa en la muerte neuronal isquémica ha
sido también apoyada por la observacion de que un inhibidor selectivo de
Casp-3 ejerce neuroproteccion disminuyendo la muerte neuronal (Chen y cols.,
1998). Sin embargo, esto ha sido cuestionado por algunos autores, quienes,
basados en sus propias observaciones y en las caracteristicas morfolégicas de
las neuronas isquémicas analizadas bajo microscopia electronica, atribuyen la
muerte neuronal en estos estudios al proceso de necrosis y proponen la

posibilidad de que la activacién de la Casp-3 sea un hecho concomitante de la
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muerte neuronal y que tanto necrosis como apoptosis puedan estar ocurriendo

simultaneamente (Colbourne y cols., 1999).

Fragmentacion internucleosomal del DNA

Otro de los eventos moleculares que ha sido tomado como indicador del
fendbmeno de muerte neuronal isquémica por apoptosis, es la fragmentacion
internucleosomal del DNA (Héron y cols., 1993; MacManus y cols., 1993; Ferrer
y cols., 1994; Sei y cols., 1994; Iwai y cols., 1995; Nitatori y cols., 1995; Volpe y
cols., 1995). Después de la isquemia, el material genético es degradado en
pequefios fragmentos de 180 a 200 pares de bases y multiplos de ellos, que
son los que por electroforesis en geles de agarosa generan lo que se conoce

como “patrén en escalera” (Fig. 7a y b).
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Figura 7. Esquema que ilustra la fragmentacion del DNA internucleosomal (a) que origina un
patrén en escalera (b). Tomada de http://www.chinaphar.com/1671-4083/23/figs/803f2.jpg

Sin embargo, la fragmentaciéon del DNA también ocurre en células necrdéticas,
aunque en este caso se genera mas bien un barrido de DNA que indica su
degradacion (Gwag y cols., 2002; Petito y cols., 1997). Esta controversia existe
hasta la fecha y aparentemente sélo la microscopia electronica, dando
evidencia de la integridad o no de las membranas y de la existencia o no de los
‘cuerpos apoptoticos” permite diferenciar entre la muerte neuronal por
apoptosis o por necrosis.

Sin embargo, independientemente de esta controversia y de la naturaleza del
dafo celular (apoptético o necrético), la activacion de la caspasa-3 (Casp-3) y
la ruptura del DNA en “patrén en escalera”, en neuronas de la region CA1 del
hipocampo, se han interpretado como indicadores tardios de dafo, predictores
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de muerte neuronal; a su vez, la reduccidn de su magnitud, da evidencia de la

preservacion neuronal.

Estrategias de neuroproteccion

A partir de los estudios realizados en modelos animales de isquemia cerebral,
se ha podido determinar una serie de fendmenos bioquimicos que se suceden
en una secuencia definida, integrando lo que se ha conocido con el término de
cascada isquémica (Fig. 1), que van desde la disminucién de la produccion de
energia en las neuronas hasta la muerte celular y de alli, ha surgido la
posibilidad de intervencion farmacoldgica en esos diferentes fenomenos, con el
objeto de preservar tejido cerebral mediante la recuperacién de aquellas
neuronas que aun conservan su viabilidad y por tanto, tienen posibilidad de ser
rescatadas. En este orden de ideas, se ha establecido el concepto de
neuroproteccion, que se refiere al conjunto de medidas terapéuticas destinadas
a prevenir o limitar la lesion del tejido cerebral que ocurre en zonas con flujo
sanguineo disminuido y/o en zonas selectivamente vulnerables interfiriendo con
uno o mas de los fendmenos que se desencadenan tras una isquemia aguda
(Marcano-Torres, 2004).

De este modo, el dano especifico en las neuronas de las regiones
selectivamente vulnerables a la isquemia, como las neuronas piramidales de la
region CA1 del cuerno de Ammoén del hipocampo, se ha utilizado como un
indicador de la severidad del dafio por isquemia global, en tanto que su
preservacion, es un indicador del efecto neuroprotector del farmaco utilizado.
Se han estudiado diversas estrategias farmacoldgicas, como es el uso de
algunos anestésicos para bloquear la despolarizacién andxica, bloqueadores
de canales de calcio y antagonistas de los receptores de Glu tipo NMDA; y no
farmacologicas (p. ej., hipotermia, hipoglucemia, hipotension arterial, etc.) en

contra del dafio por isquemia (Castillo y cols., 2003; Fukuda y Warner, 2007).

Progesterona

La progesterona (P4) es una hormona esteroide, cuyo nombre sistematico es 4-
pregnen-3,20-diona; es sintetizada por el ovario (cuerpo luteo), la corteza
adrenal y la placenta en las hembras y por los testiculos y la corteza adrenal en

los machos. Las concentraciones de P4 en el plasma son generalmente mas
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altos en las hembras que en los machos, excepto durante la fase folicular o las
fases estro-diestro del ciclo estral de la rata, en que las concentraciones de las
hembras son muy similares a las de los machos. El que en los machos también
haya producciéon de P, sugiere su importancia en ambos sexos (Singh, 2005).
Sin embargo, P4 y algunos de sus metabolitos también son biosintetizados por
las neuronas del hipotalamo, cuerpo estriado, amigdala, septum, cerebelo y
corteza cerebral; por las células gliales en el sistema nervioso central y por las
células de Schwann en el sistema periférico (Schumacher y cols., 2004). Desde
hace algun tiempo, P4 ha sido reconocida como un neuroesteroide activo (Paul
y Purdy, 1992).
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Figura 9. Biosintesis y metabolismo de neuroesteroides. En particular, la sintesis de P,
involucra 2 pasos: la conversién de colesterol a pregnenolona por la citocromo P450 scc,
enzima que corta la cadena lateral del colesterol) y la conversién de pregnenolona a P, por la
A5-33-hidroxiesteroide deshidrogenasa (36-HSD). P, es metabolizada por la 5a-reductasa a 5a-
dihidroprogesterona, la cual es reducida a 3a, 5a-tetrahidroprogesterona por la 3a-
hidroxiesteroide deshidrogenasa. Tomada y modoficada de Belelli y Lambert, 2005.

Efectos neuroprotectores de Py

P, tiene diversos efectos neuroprotectores en varios modelos de dafo,
incluyendo el dafio por isquemia (Singh, 2005; Stein, 2005; Stein, 2008; Stein y
cols., 2008; Gibson y cols., 2009).

De hecho, se ha demostrado que P4 tanto en machos, como en hembras: (1)
puede atravesar facilmente la barrera hematoencefdlica y reducir

considerablemente el edema después de dafo traumatico al cerebro (TBI) e
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isquemia (Roof y Stein, 1992; Roof y cols., 1996; Wang y cols., 2009); (2)
puede reducir la peroxidacion lipidica, que contribuye al dafio post-isquemia
(Roof y cols., 1997; Aggarwal y cols., 2008; Ozacmak y Sayan, 2008); (3)
incrementa la actividad GABAérgica inhibidora que contrarresta el dafio
ocasionado por los neurotransmisores excitadores (Majewska, 1990; Lambert y
cols., 1999); (4) genera metabolitos que reducen moléculas pro-apoptéticas e
incrementan las anti-apoptéticas (Djebaili y cols., 2004; Yao y cols., 2005); (5)
reduce la expresion de genes pro-inflamatorios y sus productos proteicos (He y
cols., 2004; Grossman y cols., 2004; Pettus y cols., 2005); (6) estimula la
mielinogénesis de nervios periféricos lesionados y de oligodendrocitos en
cultivo y en el cerebelo de rata (Schumacher y cols., 2004); (7) produce
efectos similares entre las especies (raton y rata) (Ibanez y cols., 2003); y (8)
reduce la extension del area de muerte celular necrética y mejora el resultado

en pruebas conductuales (Jiang y cols., 1996; Djebaili y cols., 2005).

P, en isquemia cerebral

P4 reduce la magnitud del dano por isquemia cerebral focal (Jiang y cols., 1996;
Chen y cols., 1999; Sayeed y cols, 2006; Sayeed y cols, 2007; Ishrat y cols.,
2009) y global (Gonzalez-Vidal y cols., 1998; Cervantes y cols., 2002; Morali y
cols., 2005), asi como en un modelo de isquemia in vitro (Ardeshiri y cols.,
2006).

Siendo un compuesto originalmente endogeno, P4 tiene la ventaja, sobre los
farmacos neuroprotectores sintéticos, de tener menores efectos secundarios
adversos, ademas de tener multiples mecanismos de accion que de manera
simultanea pueden contrarrestar varios de los fendmenos fisiopatolégicos

desencadenados por la isquemia.

Mecanismos celulares de accion de Py
P4 produce sus multiples efectos en el cerebro a través de varios mecanismos
celulares de accion:
1.MODULACION DE LOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION
a. Receptor GABAA
P4 y sus metabolitos, principalmente la 3a, Sa-tetrahidroprogesterona (THP),

pueden modular el funcionamiento del complejo receptor
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GABA/benzodiacepinas influyendo en las concentraciones intracelulares del
ion cloro. El receptor GABAA se encuentra en la membrana postsinaptica, es de
tipo ionotropico por pertenecer a la familia de los receptores que en su
macromolécula forman canales que permiten el paso de iones especificos, y
esta conformado por diferentes subunidades (a1-a6, B1-B3, y1-y3 y 0d),
constituyendo un canal selectivo al ion cloro. Tiene multiples sitios de
reconocimiento: para el acido y-aminobutirico (GABA), las benzodiacepinas, los
barbituricos y otros compuestos como los esteroides (Fig. 10). P4 y algunos de
sus metabolitos funcionan como moduladores alostéricos positivos al aumentar
la afinidad del receptor por el GABA, con lo que se incrementa la frecuencia y
la duracion de la apertura del canal de cloro acoplado al receptor GABAérgico
(Majewska, 1990; Lambert y cols., 1999; Belelli y Lambert, 2005).

) Meurosteroid
Barbiturate

S0 ~._ ﬂzﬂ alte
Benzodiazeping i al :
sl mm— . E L m e GABA site
Q ) extraceliular

X intraceliular

Figura 10. Estructura del receptor GABA, que ilustra el sitio de unién de sus agonistas, en
particular de los neuroesteroides.
Tomada de http://journals.prous.com/journals/dof/20042903/html|/df290227/images/Reddy f3.jpg

2. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENICA
El modelo gendmico clasico de la accion de los esteroides, en este caso Py,
involucra la entrada del esteroide a la célula a través de la membrana lipidica
mediante difusion pasiva. A nivel intracelular, P4 se une a su receptor
intracelular (PR) que se localiza en el nucleo. Una vez unido a su ligando, PR
sufre un cambio conformacional que lo disocia de proteinas accesorias
(chaperonas) y expone su dominio de unién al DNA. En el nucleo, el complejo
ligando-receptor interactua con elementos de respuesta especificos (SRE) en

el DNA donde actua como factor de transcripcion en la region promotora de
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genes blanco para modular su expresion (Fig. 11) (Mahesh y cols., 1996; Losel
y Wehling, 2003; Brinton y cols., 2008).
(2)
(1) “Extra-nuclear”
— “Classical Nuclear” o \ ]'\

Cell Nucleus

Response

Figura 11. Mecanismo genémico y no-genémico de acciéon de P,. El esquema muestra: (1) El
modelo clasico de accién del PR, (2) las acciones no gendémicas del PR incluyendo la
interaccion del PR con Src y la cascada de la cinasa regulada por sefial extracelular
(ERK)/proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), la cual induce la actividad de factores de
transcripcion (TF) en el nucleo.

Tomada de http://www.bcm.edu/cms web/179//DeanEdwardsresearch2007.JPG

3. ACTIVACION DE CASCADAS DE SENALIZACION

Los efectos rapidos no gendmicos de los esteroides involucran la activacion de
varias cascadas de sefializacién (Fig. 11).

El PR clasico contiene un dominio amino terminal rico en prolina, homdlogo a
Src-3 (coactivador del receptor de esteroides-3), con el que es capaz de
interactuar con varias proteinas en respuesta a P4s. Una de ellas es la cinasa
Src, que a su vez activa la cascada de las pequefias GTPasas Ras/Raf y las
cinasas ERK/MAPK (Fig. 11). Estudios de mutagénesis han demostrado que
esta activacion es independiente de las propiedades de transactivacion del PR.
Esto indica que P4 puede tener un papel dual a través de vias genémicas y no-
genomicas (Losel y Wehling, 2003).
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Se ha demostrado que la administracién de P4 (48 h antes de la isquemia)
incrementa la fosforilacion y traslocacién nuclear de de ERK1/2 (Cai y cols.,
2008).

4. ACCIONES ANTIOXIDANTES DE P4

Aunque P4 no tiene una estructura caracteristica de un antioxidante, dosis altas
de esta hormona son efectivas para reducir el dafio por radicales libres dado
que el tratamiento con P4 reduce la lipoperoxidacion después de TBI (Roof y
cols., 1997), disminuye la generacién de radicales libres (Sugino y cols., 1996)
e incrementa los sistemas antioxidantes enddégenos en ratas pseudoprefiadas,
tales como la actividad de la enzima catalasa en ratas macho castradas
(Pajovi¢ y cols., 2003), y disminuye los niveles de malondialdehido (MDA,
marcador de estrés oxidativo) y preserva los niveles de glutation reducido
(GSH, principal antioxidante endoégeno) luego de isquemia global (Ozacmak y
Sayan, 2008).

5. EFECTO DE P4 SOBRE LA INTEGRIDAD DE LA MITOCONDRIA

En los ultimos afios, la mitocondria se ha considerando como el lugar donde
convergen diferentes vias de sefalizacion apoptética, ya que gracias a la
capacidad de regulacion de la permeabilidad de sus membranas, controla la
liberacion al citoplasma de sefiales capaces de activar cascadas de
sefalizacion que conducen a la muerte celular. ElI poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial (PPTM) es un complejo multiproteico que se forma en
las zonas de unidon entre las membranas interna y externa de la mitocondria,
cuya apertura produce la permabilizacién de las membranas mitocondriales y
permite el paso de moléculas con actividad pro-apoptética, como citocromo c.
Entre los factores que regulan la formacion y apertura del PPTM destaca el
calcio cuyos niveles se ven incrementados tras un episodio de isquemia
(Crompton, 1999; Tornero y cols., 2002).

P4, a través de su metabolito THP, evita la formacion del PPTM mediante la
inhibicion del edema mitocondrial dependiente de calcio, lo cual previene la
liberacién de citocromo ¢ y por tanto la muerte neuronal por apoptosis (Sayeed
y cols., 2009).
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Il. ANTECEDENTES

Los efectos neuroprotectores de la progesterona en contra del dano provocado
por isquemia cerebral global aguda han sido demostrados en nuestro
laboratorio tanto en gatos (Gonzalez-Vidal y cols., 1998; Cervantes y cols.,
2001) como en ratas (Morali y cols., 2005). De hecho, utilizando el modelo de
isquemia cerebral global aguda en ratas por “oclusion de los cuatro vasos”, se
ha demostrado que P, administrada en el periodo inmediato post-isquemia,
ejerce efectos neuroprotectores que se manifiestan tanto en indicadores
histolégicos como funcionales de la integridad del hipocampo (Montes y cols.,
manuscrito enviado a publicacion).

Adicionalmente, se ha explorado el efecto de la administracién de P4 en el
periodo inmediato post-isquemia sobre la presencia de las proteinas pro-
apoptética Bax y anti-apoptética Bcel-2 en el hipocampo de ratas, de las 24 a las
96 h post-isquemia. Se caracterizé el curso temporal y la topografia de la
presencia de estas proteinas en las neuronas piramidales de las regiones CA1,
CA2, CA3 y el hilus del giro dentado del cuerno de Ammon del hipocampo, asi
como en el giro dentado y en la corteza cerebral, después de un episodio de
ICGA. La mayor cantidad de la proteina Bax se encontr6o a las 48 h post-
isquemia, pero esta se encontré en las neuronas de todas las regiones del
cuerno de Ammon del hipocampo, sin existir una relacion con su diferente
vulnerabilidad. Comparativamente, se encontré menor presencia de la proteina
Bcl-2 en dichas areas (Hernandez-Morales, 2006). El tratamiento con P4 redujo
la muerte neuronal pero no modificd significativamente los indicadores
inmunohistoquimicos evaluados. Dado que estas proteinas representan una
etapa inicial en la serie de respuestas que llevan a la muerte neuronal, su
presencia no necesariamente asegura su destino final.

En el presente trabajo se analizaron indicadores tardios de dano neuronal,
como son la activacion de la Casp-3 y la fragmentacién del DNA en las
neuronas piramidales del hipocampo después del episodio de isquemia, para
evaluar la posible accidn neuroprotectora de P4 sobre éstos. En otros modelos
de dafo con una fisiopatologia semejante a la isquemia, se ha descrito que
tanto P, como su metabolito activo, la THP, inhiben la actividad de la Casp-3 en

la corteza cerebral prefrontal después de TBI (Djebaili y cols., 2004) y
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disminuyen la fragmentacion del DNA en neuronas en cultivo expuestas a
NMDA o deprivadas de O, y glucosa (Lockhart y cols., 2002; Ardeshiri y cols.,
2006).
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.  JUSTIFICACION

Dado que para diversos agentes neuroprotectores la “ventana de oportunidad
terapéutica” se limita a los primeros minutos de iniciada la isquemia, la
posibilidad de interferir con algunos de los mecanismos de dafo neuronal
tardio, entre ellos la activacion de la caspasa-3 y la fragmentacion del DNA,
involucrados en la muerte neuronal, que ocurre después de la isquemia, la
administracién de progesterona, que interfiere con estos procesos celulares en
otros modelos de dafio con una fisiopatologia similar a la de la ICGA, ofrece
una alternativa que merece ser explorada. Las evidencias que resulten de este
trabajo, aportaran informacion acerca de los posibles mecanismos celulares de
las acciones neuroprotectoras de la progesterona, aplicable para proponerla
como estrategia terapéutica en el tratamiento del dafo inducido en pacientes,

por episodios de isquemia cerebral.
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IV. OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo fue evaluar el efecto de la administracién de
progesterona sobre la activacién de la Casp-3 y la fragmentacion del DNA
como indicadores de dafno neuronal, en las neuronas piramidales de las
regiones CA1, CA2, CA3 e hilus del giro dentado del cuerno de Ammoén del
hipocampo, después de un episodio de isquemia cerebral global aguda

provocado en ratas mediante el modelo de “oclusion de los cuatro vasos”.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Caracterizar el curso temporal de la pérdida neuronal en las regiones CA1,
CAZ2, CA3 e hilus del giro dentado del hipocampo de ratas, a las 24, 48, 72
h y 7d después de un periodo de isquemia cerebral global aguda inducido

por el modelo de “oclusién de los cuatro vasos”.

Caracterizar el curso temporal de la activacion de la Casp-3 mediante la
evaluacion del numero de neuronas inmunorreactivas a Casp-3 total y
Casp-activa, asi como de la fragmentacion del DNA mediante la evaluacion
del numero de neuronas positivas al marcaje por la técnica de TUNEL, en
las regiones CA1, CA2, CA3 e hilus del giro dentado del hipocampo de
ratas, a las 24, 48, 72 h y 7d después de un periodo de isquemia cerebral

global aguda inducido por el modelo de “oclusion de los cuatro vasos”.

Evaluar el efecto de progesterona sobre la activacién de la Casp-3 mediante
la evaluacion del numero de neuronas inmunorreactivas a Casp-3 total y
Casp-activa, asi como sobre la fragmentacion del DNA mediante la
evaluacion del numero de neuronas positivas al marcaje por la técnica de
TUNEL, en las regiones CA1, CA2, CA3 e hilus del giro dentado del
hipocampo de ratas, a las 24, 48, 72 h y 7d después de un periodo de
isquemia cerebral global aguda inducido por el modelo de “oclusién de los

cuatro vasos”.
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V. HIPOTESIS

El tratamiento con progesterona disminuira la magnitud de indicadores tardios
de muerte celular, como son la activacion de la Casp-3 y la fragmentacion del
DNA, en las neuronas piramidales del hipocampo después de un episodio de

isquemia cerebral global aguda en ratas.
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VI. MATERIALES Y METODOS
DISENO EXPERIMENTAL

a) Diseno del estudio:

Estudio experimental, farmacoldgico, comparativo.

b) Universo de trabajo:
Se utilizaron 60 ratas macho Sprague Dawley adultas, sanas, con peso
corporal entre 400 y 600 g, que fueron sometidas a los procedimientos que mas
adelante se describen y que cumplieron con los criterios de seleccion
establecidos. Los procedimientos quirdrgicos y demas manipulaciones, fueron
realizados de acuerdo con los lineamientos establecidos internacionalmente y
en la Norma Oficial Mexicana (Publicacion de la NIH No. 80-23 revisada en
1996; NOM-062-Z00-1999) para evitar el sufrimiento innecesario de los

mismos.

c) Descripcion de las variables:
VARIABLES INDEPENDIENTES
- ICGA
- Tratamiento con P4 o con el vehiculo
VARIABLES DEPENDIENTES
- Numero de neuronas piramidales presentes en las regiones del cuerno
de Ammon del hipocampo (CA1, CA2, CA3 e hilus del giro dentado)
- Numero de neuronas inmunorreactivas a Casp-3 y TUNEL en las
regiones mencionadas del hipocampo, cuyo marcaje identifica la

magnitud del dafio neuronal producido por ICGA.

d) Seleccién de la muestra:
TAMANO DE LA MUESTRA
Se utilizaron 5 ratas para cada grupo y tiempo de estudio: 24, 48, 72 ho 7 d
post-isquemia. Este tamafio de muestra se determind de acuerdo con la
variabilidad que hemos encontrado en estudios previos en nuestro laboratorio

con este mismo modelo de dafio cerebral por isquemia en ratas, en cuanto al

37



resultado en diversas pruebas conductuales y a la poblacion de neuronas

piramidales en el hipocampo (Montes, 2005; Morali y cols., 2005).

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

Pérdida del estado de conciencia durante la oclusion transitoria de las
carétidas, después de la cauterizacion permanente de las arterias
vertebrales.

Restitucién del flujo de las arterias carétidas después del periodo de
oclusion.

Mantenimiento del estado de inconsciencia al menos durante 10 min tras
haber iniciado la reperfusion.

Criterios de no inclusién

Ausencia de la pérdida del estado de conciencia durante la oclusién
transitoria de las carétidas.

Recuperacion del estado de conciencia antes de transcurrir 10 min de
iniciada la reperfusion.

Presentacion de complicaciones quirurgicas que limiten el aporte
sanguineo al cerebro después de liberar las carétidas de la oclusion, o
el aporte de oxigeno por insuficiencia respiratoria.

Criterios de eliminacién

Muerte o deterioro severo del estado de salud de los animales antes de
la terminacién del periodo de estudio.

e) Grupos experimentales:

Las ratas utilizadas en este estudio fueron sometidas a una de tres condiciones

experimentales:

Grupo 1 (SHAM): Animales sometidos a maniobras quirurgicas simuladas del

modelo de ICGA (pero sin interrumpir el flujo sanguineo cerebral de las arterias

vertebrales ni de las carétidas).

Grupo 2 (ISQ + VEH): Ratas sometidas a un periodo de 10 min de isquemia

cerebral global aguda mediante el modelo de “oclusién de los cuatro vasos”,

que consiste en la cauterizacion permanente de las arterias vertebrales,

oclusion transitoria de las arterias carétidas comunes y control de la circulacién
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colateral (Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinelli y Buchan, 1988), tratadas con el
vehiculo, B—ciclodextrina (C2485, Sigma Chemical Co., St. Louis MO, EEUU) al
20% en agua inyectable iv, 0.5 mL, a los 15 min, 2, 6, 22, 46, y 70 h después
del episodio de isquemia.

Grupo 3 (ISQ + P4): Ratas sometidas a un periodo de 10 min de isquemia
cerebral global aguda mediante el modelo de “oclusidn de los cuatro vasos”, y
tratadas con progesterona soluble en agua (P7556, Sigma Chemical Co., St.
Louis MO, EEUU) (8 mg/Kg, iv) a los 15 min, 2, 6, 22, 46, y 70 h después del

episodio de isquemia.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

MODELO DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL

El episodio de ICGA fue inducido de acuerdo al modelo de “oclusién de los 4
vasos” (4-VO) (Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinelli y Buchan, 1988). Bajo
anestesia con xilacina (10mg/Kg, im) y ketamina (90mg/Kg, im) se hizo una
incisidon en la piel de la nuca y se separaron los musculos por diseccion, en la
linea media, hasta que se logra el acceso a las primeras vértebras cervicales.
Se localiz6 a cada lado, en el foramen alar del atlas (primera vértebra cervical),
la arteria vertebral y se cauterizé quedando ocluida permanentemente (Fig.
12a). A través de un acceso en la parte ventral del cuello, se localizaron las
arterias carétidas comunes, se disecaron y se dejaron referidas mediante hilos
de seda (calibre 000) para su acceso 48 h después. Se introdujo un hilo de
seda quirurgica gruesa (calibre 0) por detras de la traquea, eséfago, carotidas y
nervios vagos, pero por delante de la musculatura cervical y paravertebral; sus
cabos se pasaron por debajo de la piel hasta salir por la incisién de la nuca. Se
suturaron las heridas y se permitio la recuperacion total del animal. Dos dias
después, bajo anestesia con sevofluorano, se tiro de los cabos de la seda
gruesa a fin de comprimir la musculatura cervical y paravertebral, se abri6 la
incision que permitia el acceso a las carétidas, se separaron del tejido
adyacente. Inmediatamente, se ocluyeron ambas carétidas en forma
simultanea durante 10 min, verificando bajo microscopio que el flujo haya
quedado suspendido (Fig. 12b). Como consecuencia, la rata permanece
inconsciente. Cumplido este periodo se quitaron los clips que ocluian el flujo y

se verificO que éste se reiniciara. Se determind la duracion del periodo de
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inconsciencia post-isquemia. Se retird la seda gruesa y se suturd la herida,

permitiendo la recuperacioén total del animal.

b)

~

Figura 12. Modelo de ICGA. En la parte a) se esquematiza el procedimiento quirirgico
correspondiente a la cauterizacién permanente de las arterias vertebrales. En la parte b) se
esquematiza la oclusion transitoria de las arterias carétidas comunes.

OBTENCION Y PREPARACION DEL TEJIDO CEREBRAL

En cada grupo, las ratas fueron anestesiadas con una dosis letal de
pentobarbital sodico (0.0945 g, ip) a las 24, 48, 72 h y 7 d post-isquemia. Sus
cerebros fueron fijados por perfusion intracardiaca con una solucion lavadora
(ver anexo) seguida de paraformaldehido al 4% en salina en buffer de fosfatos
(PBS, ver anexo). Los cerebros fueron removidos y post-fijados por inmersién
en paraformaldehido por 24 h. De cada cerebro se obtuvo una rebanada
coronal de 3 mm de grosor, en donde estuviera ubicado el hipocampo dorsal,
entre las coordenadas Bregma -2.30 a —4.52 de acuerdo con el atlas de
Paxinos y Watson (1986). Estas rebanadas fueron lavadas varias veces con

PBS para eliminar el exceso de fijador, sumergiendo la rebanada en un
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volumen de PBS 10 o 20 veces mayor que su volumen. Entonces, la rebanada

se introdujo en el procesador de tejidos para su inclusion en parafina.

TECNICA DE NISSL

A partir de los bloques de parafina, se obtuvieron 3 cortes coronales de 10 um
de espesor por cada cerebro. Estos cortes se colocaron en un portaobjetos
preparado con gelatina (ver anexo). Un dia después, las laminillas se colocaron
en una caja coplin con xilol y se desparafinaron dentro de la estufa a 60° C por
30 min, se hidrataron con etanol/agua a concentraciones decrecientes (100% 4
min, 96% 8 min, 96% 4 min, 70% 2 min) hasta 100% de agua destilada. Una
vez hidratados, se tifieron con violeta de cresilo (C5042, Sigma Chemical Co.,
St. Louis MO, EEUU) al 0.1% en agua destilada, durante 10 min.
Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar al aire.
Una vez secas, las laminillas se humedecieron con xilol y se montaron con
medio permanente (Entellan; OB467707, MERCK) cubriendo con cubreobjetos.
Las laminillas fueron revisadas bajo microscopia de luz a 100x y a 400x. El
numero de neuronas en cada region del cuerno de Ammon del hipocampo fue
evaluado en relacién al area examinada (area = 70,000 um?). Las &reas
examinadas fueron obtenidas de acuerdo a la ubicacion de cada una de las

regiones del cuerno de Ammon del hipocampo (Esquema 1).

Esquema 1. Diferentes regiones del cuerno de Ammodn del hipocampo. Las areas examinadas
se muestran en recuadros morados.
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TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

e DETECCION DE CASPASA-3 TOTAL
Para la deteccion de la Casp-3 total se utilizé la técnica de inmunohistoquimica
de la peroxidasa, que se describe a continuacion:
A partir de los bloques de parafina, se obtuvieron cortes de 4 um de espesor.
Estos cortes se colocaron en un portaobjetos (1 corte en cada portaobjetos
junto con un corte del control positivo, ver adelante) previamente preparado con
gelatina (ver anexo). Después de 24 h, las laminillas se desparafinaron dentro
de una estufa a 60° C por 30 min sumergidas en una caja coplin con xilol y
posteriormente, se rehidrataron con etanol/agua a concentraciones
decrecientes (100%, 96% y 70%) hasta 100% de agua destilada. Para
permeabilizar las células, las laminillas se sumergieron en citrato de sodio
0.01M pH 6 (0.294 g de citrato de sodio en 100 mL de agua destilada) y se
calentaron a bafio maria en el horno de microondas durante 15 min, se
enjuagaron con agua destilada 5 min y se dejaron secar al aire. Para evitar el
derrame de reactivos por fuera de la muestra, los tejidos fueron rodeados por
un trazo con un lapiz hidrofoébico (S2002, Dako). Los portaobjetos se colocaron
horizontalmente en una camara humeda (caja de metal con tapa, con soportes
de vidrio para colocar los portaobjetos y una capa de agua destilada en el
fondo que mantiene la humedad y evita la evaporacion de reactivos); en esa
posicion se incubaron en forma sucesiva con los siguientes reactivos: peroxido
de hidrogeno al 3% en agua destilada por 8 min, tritobn (79284, Sigma Chemical
Co., St. Louis MO, EEUU) al 3% en PBS (PBS-tritén) por 10 min, PBS 0.2 M
por 10 min, albumina sérica bovina (BSA; RPN412V, GE Health Care UK) al
5% en PBS-tritdn durante 2 h, y se incubaron toda la noche con el anticuerpo
primario policlonal hecho en cabra para la forma activa e inactiva (p20) de la
Casp-3 a una dilucién 1:100 (sc-1226, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Al dia
siguiente, se lavaron con PBS 0.2 M y se adicion6 el anticuerpo secundario
biotinilado anti-cabra hecho en caballo a una diluciéon 1:200 (BA-9500, Vector)
en PBS-triton y se incubd durante 2 h. Nuevamente se enjuagaron con PBS-
tritdbn y se agrego el complejo avidina-biotina/peroxidasa (PK6100, Vector). Por
ultimo, los cortes se revelaron incubando unos minutos con diaminobencidina
(K0679, DAKO), luego se lavaron con agua destilada, se dejaron secar al aire y
se montaron con medio permanente (Entellan; OB467707, MERCK).
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Las laminillas fueron observadas por microscopia de luz a 100x para ubicar la
zona y evaluadas a 400x estimando el numero de neuronas positivas a Casp-3
total, de cada regién del cuerno de Ammon, en relacién al area examinada
(area = 70,000 pm?).

e DETECCION DE CASPASA-3 ACTIVA

Para la deteccion de la Casp-3 activa, el procedimiento fue el mismo que se
describié anteriormente, a excepcion de que se incubdé por 48 h con otro
anticuerpo primario policlonal hecho en conejo que detectaba unicamente la
forma activa (p17) de la Casp-3 a una dilucion 1:20 (AB3623, CHEMICON) y el
mismo anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo hecho en cabra, a una
dilucion 1:200 (BA-1000, Vector).

La marca se cuantificd, bajo microscopia de luz, estimando la densidad o6ptica
promedio del total de neuronas piramidales inmunorreactivas a Casp-3 activa,

de cada region del cuerno de Ammon, en areas de 70,000 pmz.

TECNICA DE TUNEL (por sus siglas en inglés, Terminal deoxinucleotidil
transferase mediated dUTP Nick End Labeling)

DETECCION DE LA FRAGMENTACION DEL DNA

Se realiz6 el procedimiento antes descrito hasta la hidratacién de los cortes.
Posteriormente, se colocaron las laminillas en una camara humeda y se
incubaron en forma sucesiva con los siguientes reactivos: 2 veces con PBS
0.2 M por 5 min, solucion de Hansk (14170, GIBCO) por 10 min, DAPI
(1ug/MfmL de solucion de Mc llvaine, ver anexo) por 10 min, proteinasa K
(03115836001, ROCHE) 1:1000 (20 pg/mL) por 30 min, solucion de bloqueo
(0.3% de peroxido de hidrogeno en metanol) por 30 min en un vaso coplin, todo
ello a temperatura ambiente; posteriormente se incub6é con la solucion de
permeabilizacion (0.1% Triton X-100 mL de PBS) 2 min a 4°C, y con la solucién
de TUNEL (10 pL de la enzima + 90 pL de la solucién de nucledtidos
marcados) (In Situ Cell Death Detection Kit, ROCHE) a 37°C en una estufa.
Finalmente, las laminillas se montaron con medio de fluorescencia (53023,
DAKO) y se colocaron en una charola cubiertas con papel de aluminio en el
refrigerador hasta su observacion. Para el analisis, se empled un microscopio

de fluorescencia (Olympus BX51) usando una longitud de onda de excitacion
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358 nm / emision 461 nm para DAPI (azul) y de 490 nm / 520 nm para FITC
(fluoresceina-5-isotiocianato, verde-amarillo). Las observaciones se realizaron
a 100X, 160X y 600X capturando las imagenes mediante el software Image Pro
Plus 5.1. Se evalué el numero de neuronas positivas a TUNEL a una
amplificacion de 200X de cada region del cuerno de Ammaon en relacion al area
examinada (143,401 pm?).

Nota: La adicién de DAPI, si bien no es parte esencial de la técnica de TUNEL,
no interfiere con ella y, al marcar los nucleos celulares, facilita la identificacion

de las areas del hipocampo para su evaluacion.

CONTROL POSITIVO PARA INMUNOHISTOQUIMICA Y TUNEL

Para validar la técnica inmunohistoquimica (comprobar la reactividad de los
anticuerpos) y la técnica de TUNEL, se deben procesar junto con las muestras
experimentales, tejidos que actuen como controles positivos, en los que se
presente la marca que se busca.

Se sabe que la exposicion al alcohol durante el desarrollo del cerebro puede
causar un sindrome neurolégico denominado Sindrome Alcohdlico Fetal. El
etanol induce muerte neuronal apoptotica en etapas especificas del desarrollo,
particularmente durante el periodo de sinaptogénesis, el cual ocurre a partir del
inicio del tercer trimestre de la gestacion y continua por varios afos después
del nacimiento en humanos, mientras que en roedores esto ocurre en las
primeras dos semanas post-natales (lkonomidou y cols., 2000; Olney y cols.,
2000; Olney y cols., 2002). En ratas o en ratones de 4 a 7 dias de edad, la
administracién de una dosis alta de etanol (al 20%) induce la activacién de la
Casp-3 (Olney y cols., 2002; Han y cols., 2005) y muerte neuronal apoptética
en el cerebro anterior (Bonthius y cols., 1990; Olney y cols., 2000; Young y
cols., 2003) a través de un mecanismo dual que incluye el bloqueo de los
receptores de Glu de tipo NMDA, y una excesiva activacion de los receptores
GABAa (Miller, 1996; Ikonomidou y cols., 2000; Olney y cols., 2000; Olney y
cols., 2002), que en esta etapa del desarrollo son excitatorios.

Por lo tanto, se obtuvo el cerebro de ratas de 7 a 9 dias de edad tratadas con el
siguiente esquema de administracion: dos dosis de etanol al 20% (6.0 g/Kg, sc)
con 2 h de diferencia y perfundidas 12 h después de la primera administracion

de etanol (Han y cols., 2005).
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EVALUACION DE LOS PARAMETROS

La poblacion de neuronas piramidales remanentes se analiz6 contando el
numero de neuronas sanas tefiidas con la técnica de Nissl (neuronas con
morfologia normal, con citoplasma y nucleo bien definidos, con contenido claro
y nucléolo visible), observadas en areas de 70,000 ym2 de cada region del
cuerno de Ammoén en los dos hemisferios en 2 cortes del hipocampo de cada
rata de cada grupo experimental.

Para evaluar la inmunorreactividad (IR) a Casp-3 activa se analiz6é evaluando la
densidad promedio de cada subpoblacién de neuronas inmunorreactivas a este
marcador, observadas en areas de 70,000 ym?, tanto en neuronas sanas (con
morfologia normal), como en neuronas con signos morfolégicos de dafio
(encogimiento del cuerpo neuronal, con contenido oscuro y forma romboidal), la
cual fue discriminada del valor de fondo (background) especifico de cada
laminilla. La densidad optica se cuantificd utilizando un sistema de analisis de
imagenes (MetaMorph Imaging System 4.5, Universal Imaging Corp.). En cada
region del cuerno de Ammon en los dos hemisferios, en 2 cortes del hipocampo
de cada animal, a cada uno de los tiempos y en cada condicion experimental.
El numero de neuronas positivas a TUNEL fue evaluado bajo microscopio de
fluorescencia, en areas de 143,401 ym? de cada regién del cuerno de Ammon,

en los dos hemisferios, en cada rata de los diferentes grupos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para las comparaciones de cada parametro entre los grupos, para cada tiempo
de estudio, se realizé un ANOVA de Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de
Mann-Whitney (Siegel, 1956; Daniel, 2004).
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VIl. RESULTADOS
1. EVALUACION DE LA POBLACION NEURONAL

En los animales sometidos a maniobras quirurgicas simuladas (sham), no se
encontraron neuronas con morfologia de dafio en ninguna de las regiones del
cuerno de Ammaon del hipocampo, a ningun tiempo post-manipulacion.

La ICGA indujo una pérdida significativa de neuronas piramidales
principalmente en la region CA1 del cuerno de Ammoén del hipocampo, la cual
se manifestd a las 72 h y a los 7 d post-isquemia, existiendo diferencias entre
los tres grupos experimentales en ambos periodos de tiempo (H= 11.94,
p<0.01; H=9.02, p<0.05, respectivamente) pero no en los tiempos mas cortos.
En los animales del grupo I1ISQ + VEH se observdé una pérdida neuronal
significativa (p<0.01) en las regiones CA1 y CA2 con sélo 19.5% de neuronas
remanentes en CA1y 52% en CA2 a las 72 h en comparacion con la poblaciéon
de los animales del grupo Sham considerada como el 100% (Tabla 5; Figs. 13,
14 y 15). A los 7 d se observé una pérdida neuronal también significativa
(p<0.05) en CA1 (Tabla 5, Fig. 14), con sdélo 13.3% de neuronas remanentes
en comparaciéon con el grupo Sham, de modo que en algunos sujetos se
observaron muy pocas neuronas piramidales sanas, predominando las
neuronas danadas, con abundante microglia (Fig. 13-7 d), mientras que en
otros, se observaron tanto neuronas sanas como neuronas dafadas (Fig. 13-7
d*).

La ICGA no tuvo un efecto significativo sobre la poblacién neuronal de la regidon
CA3 (Tabla 5 y Fig. 16), y so6lo provoco una pérdida parcial de las neuronas del
hilus del giro dentado (p<0.05), pero no a los 7 d en comparacion con el grupo
Sham (Tabla 5y Fig. 17).

El tratamiento con P4, no modificé los efectos de la isquemia sobre la poblacion
neuronal del cuerno de Ammon del hipocampo, no existiendo diferencias
significativas entre este grupo y el tratado con vehiculo en ninguna de las
regiones del cuerno de Ammon del hipocampo, a ningun tiempo post-isquemia
(Tabla 5; Figs. 13, 14, 15, 16 y 17).
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Figura 13. Poblacion neuronal remanente en las diferentes regiones del cuerno de Ammon del
hipocampo de ratas sometidas a manipulaciones sham (pagina anterior), o a isquemia y
tratadas con vehiculo (ISQ + VEH) (pagina anterior) o con progesterona (ISQ + P,4). Se observa
el dafio neuronal y la pérdida severa de neuronas piramidales sanas en la region CA1 del
cuerno de Ammon del hipocampo en funcién del tiempo post-isquemia, especialmente a partir
de las 72 h post-isquemia, y la disminucién solo parcial de la poblacion neuronal en CA2 y el
hilus del giro dentado. Estrato piramidal (sp), estrato oriens (so), estrato radiado (sr).
Amplificacién: 400X.




Tabla 5. Numero (Media + EE) de neuronas piramidales contadas en un area de 70,000 um? de
cada region del cuerno de Ammoén del hipocampo, de las ratas de las 3 condiciones
experimentales, a los diferentes tiempos post-isquemia.

Tiempo
post-isquemia

24 h

GRUPO

SHAM
ISQ + VEH
ISQ + P,

CA1

58.5 + 0.6 (100)
56.0 £ 1.0 (96)
57.0 + 0.8 (97)

CA2

48.6 + 0.9 (100)
51.5+ 0.5 (106)
48.7 + 1.9 (100)

CA3

39.3 + 1.8 (100)
38.0 + 1.6 (97)
38.3+ 1.2 (98)

HILUS

59.7 + 1.0 (100)
59.7 + 0.9 (100)
60.5 + 0.7 (101)

48 h

SHAM
ISQ + VEH
ISQ + P,

58.5 + 0.6 (100)
57.7 + 0.9 (99)
57.5+ 1.2 (98)

48.6 + 0.9 (100)
48.3 + 1.5 (99)
48.8 + 1.5 (100)

35.5+ 1.1 (100)
40.0 + 1.2 (113)
36.8 + 4.4 (104)

59.7 + 1.0 (100)
54.0+3.1 (91)
57.8 + 2.0 (97)

72 h

SHAM
ISQ + VEH
ISQ + P,

57.5+ 0.7 (100)
11.2 + 3.1 ** (20)
6.3 £2.1** (11)

47.7 £1.2 (100)
247 +6.8 ** (52)
26.5 + 4.4 ** (56)

34.7 + 1.4 (100)
39.5+ 2.3 (114)
34.3 + 2.5 (99)

58.8 + 1.4 (100)
475+3.2*(81)
427 £7.9* (73)

7d

SHAM
ISQ + VEH
ISQ + Py

60.0 £ 0.4 (100)
8.0 £+2.5* (13)
31.8+9.2* (53)

50.0 £ 0.9 (100)
34.3 £ 8.2 (69)
34.0 + 6.0 * (68)

43.51 0.9 (100)
39.5 + 1.3 (91)
38.4 + 1.5 (88)

61.0 + 1.1 (100)
53.5 + 4.0 (88)
47.0 +3.7* (77)

Los numeros entre paréntesis son los porcentajes en relacién a los valores del grupo Sham.
* p<0.05, ** p<0.01 en comparacion con el grupo Sham. Pruebas U de Mann-Whitney.
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Figura 14. Poblacién de neuronas piramidales en la region CA1 del cuerno de Ammén del
hipocampo en los diferentes tiempos post-isquemia. La poblaciéon disminuyd significativamente
a partir de las 72 h post-isquemia, tanto en el grupo tratado con vehiculo (ISQ + VEH), como
con progesterona (ISQ + P,). Media + EE. *p<0.05, **p<0.01 en comparacién con el grupo
Sham. Pruebas U de Mann-Whitney.
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Figura 15. Poblacién de neuronas piramidales en la region CA2 del cuerno de Ammén del
hipocampo en los diferentes tiempos post-isquemia. La poblaciéon disminuyé significativamente
a partir de las 72 h post-isquemia, tanto en el grupo tratado con vehiculo (ISQ + VEH), como
con progesterona (ISQ + P,). Media + EE. *p<0.05, *p<0.01 en comparaciéon con el grupo
Sham. Pruebas U de Mann-Whitney.
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Figura 16. Poblacién de neuronas piramidales en la region CA3 del cuerno de Ammon del
hipocampo en los diferentes tiempos post-isquemia. La isquemia no modificé la poblacion de
neuronas piramidales de esta region. Media + EE. Pruebas U de Mann-Whitney.
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Figura 17. Poblacion de neuronas piramidales en el hilus del cuerno de Ammoén del hipocampo
en los diferentes tiempos post-isquemia. La poblacién disminuyd sélo en forma parcial a partir
de las 72 h post-isquemia, en el grupo tratado con vehiculo (ISQ + VEH), y con progesterona

(ISQ + P4). Media + EE. *p<0.05 en comparaciéon con el grupo Sham. Pruebas U de Mann-
Whitney.
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2. EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA CASP-3 TOTAL
i. Validacion de la técnica inmunohistoquimica
En los cerebros de ratas neonatas tratadas con etanol, utilizados como control
positivo para la validacién de que las células dafiadas fueran inmunorreactivas
a Casp-3 total, efectivamente se encontraron neuronas inmunorreactivas en la
corteza cerebral. La mayor IR se observo en la capa Il de la corteza occipital
(Fig. 18).

Steraweal 170 men Brogras 5 M mm

Figura 18. Inmunorreactividad a Casp-3 total (marca café alrededor del nudcleo, en el
citoplasma de las neuronas) de la corteza cerebral de ratas neonatas tratadas con etanol
(control positivo). La zona de la corteza con mayor IR se resalta en rojo en el diagrama.
Amplificaciones: 40X, 100X y 400X, respectivamente.
i. Efecto de la isquemia sobre la Casp-3 total

La ICGA indujo un incremento en la IR a Casp-3 total (p20) en comparacién
con los animales del grupo Sham, en las diferentes regiones del cuerno de
Ammon del hipocampo, el cual se manifestd a partir de las 72 h post-isquemia,
en las neuronas piramidales de las regiones CA1, CA3 e hilus, pero no a
tiempos mas cortos. La IR se observd principalmente en neuronas sanas de
esas regiones, pero también se observd en algunas neuronas dafiadas de la

region CA3 (Fig. 19).



iii. Efecto de P4 sobre la Casp-3 total
El tratamiento con P4 no tuvo efecto aparente sobre la IR a Casp-3 total
después de ICGA (Fig. 19).

Figura 19. Inmunorreactividad a Casp-3 total (marca café alrededor del nucleo, en el
citoplasma de las neuronas) en las diferentes regiones del cuerno de Ammon del hipocampo de
las ratas, a las 72 h de ser sometidas a manipulaciones sham, o a isquemia y tratadas con
vehiculo (ISQ + VEH) o con progesterona (1ISQ + P,4) a 72 h post-isquemia. La IR a Casp-3 total
en las neuronas piramidales de CA1, CA3 e hilus (sefialada con flechas), se incrementé tanto
en el grupo ISQ + VEH, como 1SQ + P4, en comparacion con el grupo Sham, y se observd
principalmente en neuronas sanas de esas regiones y algunas danadas en CA3 (sefhaladas
con flechas). Estrato piramidal (sp), estrato oriens (so), estrato radiado (sr). Amplificacion:
400X.

3. EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA CASP-3 ACTIVA

i. Validacion de la técnica inmunohistoquimica
Para la validacion de la IR a Casp-3 activa (p17), se procesaron los controles
positivos y de igual forma se encontraron neuronas inmunorreactivas en la
corteza cerebral. Sin embargo, a diferencia de la IR a Casp-3 total, solo

algunas de esas neuronas fueron inmunorreactivas a la forma activa de la
Casp-3 (Fig. 20).
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Figura 20. Inmunorreactividad a Casp-3 activa (marca café en el citoplasma de las neuronas)
en la corteza cerebral de ratas neonatas tratadas con etanol (control positivo). La zona de la
corteza con mayor IR se resalta en morado en el diagrama. Amplificaciones: 40X, 100X y 400X,
respectivamente.
i. Efecto de laisquemia sobre la IR a Casp-3 activa

En contraste con la IR a Casp-3 total, la IR a Casp-3 activa (p17) después de
ICGA fue muy escasa y se observo unicamente en las neuronas piramidales de
la regiones CA1 y CA3 del cuerno de Ammoén del hipocampo, a partir de las 72
h post-isquemia pero no en los tiempos mas cortos (Figs. 21 y 22). La IR en
CA1 se observdé en neuronas con caracteristicas morfoldégicas de dafo,
mientras que en CA3 se observd en neuronas sanas tanto a las 72 h como a
los 7 d post-isquemia (Fig. 21 y 22). En comparacién con los animales del
grupo Sham, la ICGA indujo un incremento ligero, pero significativo (p<0.05),
en la IR a Casp-3 activa en la region CA1 a las 72 h, mientras que en CA3 no
hubo diferencias entre los grupos (Tabla 6; Figs. 23 y 24). A los 7 d post-
isquemia se detectd una IR de menor intensidad (menor densidad Optica
promedio) que a las 72 h en la regién CA1, y de una intensidad similar en las
neuronas piramidales sanas de la region CA3, sin diferencias entre los grupos
experimentales (Tabla 6; Figs. 23 y 24).
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Otros tipos celulares, con diferente morfologia y menor tamafo que las
neuronas piramidales, posiblemente células gliales, presentaron también IR a
Casp-3 activa (Figs. 21 y 22). Esta marca se considero6 inespecifica, ya que se
encontré en todas las condiciones experimentales y a los diferentes tiempos

analizados.

iii. Efecto de P4 sobre la IR a Casp-3 activa
El tratamiento con P4 no tuvo efecto sobre el incremento de la IR a Casp-3
activa provocado por la ICGA, ya que se presentd la misma intensidad de
marca que en el grupo ISQ + VEH a las 72 h post-isquemia (Tabla 6; Figs. 21y
23).

Tabla 6. Densidad 6ptica (Media + EE) de las neuronas piramidales inmunorreactivas a Casp-3
activa en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, de las ratas de cada una de las condiciones
experimentales a las 72 h y a los 7 d post-isquemia. Como comparacién se presenta la
densidad dptica del control positivo (neuronas piramidales de la corteza occipital de neonatos
tratados con etanol).

Tiempo GRUPO CA1 CA3 CONTROL
post-isquemia POSITIVO
SHAM 0.0064 + 0.0064 (100) 0.0360 + 0.0194 (100) | 0.2173 + 0.0260
72 h ISQ + VEH | 0.0174 £ 0.0032 * (272) | 0.0633 * 0.0125 (176)
1ISQ + P, 0.0219 + 0.0044 * (342) | 0.0480 + 0.0102 (133)
SHAM 0.0002 + 0.0002 (100) 0.0401 + 0.0168 (100) | 0.2173 £ 0.0260
7d ISQ + VEH | 0.0014 £ 0.0014 (700) | 0.0301 £ 0.0101 (75)
1ISQ + P, 0.0003 + 0.0003 (150) 0.0475 + 0.0344 (118)

Los numeros entre paréntesis son los porcentajes en relaciéon a los valores del grupo Sham
tomado como 100%. *p<0.05 en comparacién con el grupo 1ISQ + VEH. Pruebas U de Mann-
Whitney.
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HILUS

Figura 21. Inmunorreactividad a Casp-3 activa (marca café en el citoplasma de las neuronas)
en las diferentes regiones del cuerno de Ammon del hipocampo de las ratas, a las 72 h de ser
sometidas a manipulaciones sham, o a isquemia y tratadas con vehiculo (ISQ + VEH) o con
progesterona (ISQ + P,4). Se observa una escasa, pero mayor IR en las neuronas piramidales
dafadas de CA1 (sefaladas con flechas), de los grupos sometidos a isquemia (ISQ + VEH e
ISQ + P4) en comparacion con el grupo Sham; la marca se observo también en neuronas sanas
de CA3 (sefialadas con flechas), sin diferencias entre los grupos. Se observa IR inespecifica,
en otras células (sefialadas con cabezas de flecha). Estrato piramidal (sp), estrato oriens (so),
estrato radiado (sr). Amplificacion: 400X.
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Figura 22. Inmunorreactividad a Casp-3 activa en las diferentes regiones del cuerno de
Ammon del hipocampo de las ratas, a los 7 d de ser sometidas a manipulaciones sham, o a
isquemia y tratadas con vehiculo (ISQ + VEH) o con progesterona (1SQ + P,). Se observé IR
en algunas neuronas piramidales dafiadas de CA1 (sefialadas con flechas), tanto en el grupo
ISQ + VEH, como 1SQ + P4, en comparacién con el grupo Sham, asi como en neuronas sanas
de CA3 (sefialadas con flechas), de las tres condiciones experimentales, sin diferencias entre
ellas. Se observa IR inespecifica, en otras células (sefialadas con cabezas de flecha). Estrato
piramidal (sp), estrato oriens (so), estrato radiado (sr). Amplificacion: 400X.
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Figura 23. Densidad optica promedio (Media + EE) de las neuronas piramidales
inmunorreactivas a Casp-3 activa de la region CA1 del cuerno de Ammoén del hipocampo, de
las ratas de las tres condiciones experimentales a las 72 h y a los 7 d post-isquemia. La IR a
Casp-3 activa fue significativamente mayor tanto en el grupo tratado con vehiculo (ISQ + VEH),
como con progesterona (ISQ + P,) en comparacion con el grupo Sham a las 72 h post-
isquemia; mientras que a los 7 d post-isquemia la marca ya no se presenté en ninguno de los
tres grupos experimentales. Como comparacién se presenta la densidad optica de las
neuronas del control positivo (CONTROL+). *p<0.05 en comparacién con el grupo Sham.
Pruebas U de Mann-Whitney.
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Figura 24. Densidad Optica promedio (Media + EE) de las neuronas piramidales
inmunorreactivas a Casp-3 activa de la region CA3 del cuerno de Ammon del hipocampo, de
las ratas de las tres condiciones experimentales, a las 72 h y 7 d post-isquemia. La isquemia no

modifico la IR a Casp-3 activa de esta region. Como comparacion se presenta la densidad
Optica de las neuronas del control positivo (CONTROL +). Pruebas U de Mann-Whitney.
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4. EVALUACION DE LA FRAGMENTACION DEL DNA
i. Validacion de la técnica de TUNEL
En los cerebros de ratas neonatas tratadas con etanol, utilizados como control
positivo para la validacion del procedimiento de determinaciéon de la
fragmentacién del DNA en neuronas dafadas mediante la técnica de TUNEL,
se encontraron neuronas positivas a esta técnica en la corteza cerebral,

principalmente en la corteza occipital (Fig. 25).

Figura 25. Fragmentacion del DNA en la corteza cerebral de ratas neonatas tratadas con
etanol (control positivo). La zona de la corteza con el mayor numero de neuronas positivas a
TUNEL (nucleos neuronales en verde) se resalta en azul en el diagrama. Amplificaciones: 100X
y 600 X, respectivamente.

ii. Efecto de la isquemia sobre la fragmentacion del DNA

No se encontraron neuronas positivas a TUNEL en el grupo Sham (Tabla 7); en
cambio, en el grupo ISQ+VEH un gran numero de las neuronas piramidales de
la regién CA1 del cuerno de Ammoén del hipocampo fueron positivas a TUNEL a
las 72 h post-isquemia y en menor proporcion, a los 7 dias post-isquemia
(Tabla 7 y Fig. 26). La mayoria de las neuronas positivas a TUNEL mostraron
caracteristicas morfolégicas de dano (encogimiento del soma, nucleo
condensado) (Fig. 26).
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iii. Efectos de P4 sobre la fragmentacion del DNA
El tratamiento con P4 redujo el numero de neuronas piramidales positivas a
TUNEL en la region CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo en comparacion
con el grupo ISQ+VEH a las 72 h y 7 d post-isquemia, pero esta reduccion soélo
fue significativa (p<0.05) a los 7 d post-isquemia (Tabla 7; Figs. 26 y 27).
Tabla 7. Numero (Media + EE) de neuronas piramidales positivas a TUNEL en un area de

143,401 pm2 de la region CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo, de las ratas de las tres
condiciones experimentales, alas 72 h y a los 7 d post-isquemia.

Tiempo GRUPO CA1
post-isquemia

SHAM 0 (0)

72 h ISQ + VEH | 34.3 £ 3.9 (100)

1SQ + Py 27.5+ 0.3 (80)
SHAM 0 (0)

7d ISQ + VEH | 27.3 £ 1.4 (100)

1SQ + P, 15.8 + 4.3 (58)*

Los numeros entre paréntesis son los porcentajes en relacion a los valores del grupo de ratas
sometidas a isquemia y tratadas con vehiculo (ISQ + VEH). *p<0.05 en comparacién con el
grupo ISQ + VEH. Pruebas U de Mann-Whitney.

Figura 26. Fragmentacion del DNA en la regién CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo de
ratas sometidas a manipulaciones sham, o a isquemia y tratadas con vehiculo (1SQ + VEH) o
con progesterona (1ISQ + P;) a 72 h y 7 d post-isquemia. La marca de TUNEL se observé
Unicamente en las neuronas piramidales de la region CA1 (nucleos neuronales en verde), tanto
en el grupo ISQ + VEH, como 1SQ + P,, en comparacion con el grupo Sham donde no se
observan neuronas marcadas. Amplificacion: 200X.
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Figura 27. Numero (Media + EE) de neuronas piramidales positivas a TUNEL en la region CA1
del cuerno de Ammon del hipocampo de ratas sometidas a isquemia y tratadas con vehiculo
(1ISQ + VEH) o con progesterona (ISQ + P,) en los diferentes tiempos post-isquemia. El numero
de neuronas positivas fue significativamente menor en el grupo ISQ + P, en comparaciéon con
el ISQ + VEH, a los 7 d post-isquemia. *p<0.05 vs. ISQ + VEH. Pruebas U de Mann-Whitney.
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VIIl. DISCUSION

En el presente estudio se analizaron los efectos de la progesterona sobre
indicadores tardios de dafio neuronal, como son la activacién de la Casp-3 y la
fragmentacién del DNA, después de un episodio de isquemia cerebral global
aguda.

La activacion de la Casp-3 y la fragmentacion del DNA han sido interpretadas
como indicadores tardios de dafo neuronal, usualmente irreversible, a
diferencia de otros indicadores como la expresidon de genes inmediatos
tempranos, que puede ser activada en respuesta a la isquemia sin que
necesariamente culmine con la muerte neuronal (Kogure y Kato, 1993). Estas
respuestas celulares, ademas de la sobreexpresion de genes pro-apoptoéticos
como Bax (Chen y cols., 1996) y la salida del citocromo ¢ de la mitocondria
(Sugawara y cols., 1999; Zhang y cols., 2001), se han observado en neuronas
durante el proceso, relativamente prolongado, de muerte neuronal tardia, a
diferencia de la muerte por necrosis que ocurre en forma aguda y en la que los
procesos celulares de dafo irreversible tienen lugar y culminan en un periodo
relativamente breve (Pulsinelli y cols., 1982; Kawai y cols., 1992; Colbourne y
cols., 1999).

La ICGA, dependiendo de sus caracteristicas (duracion y severidad), puede
inducir muerte neuronal aguda, por necrosis, que se manifiesta en las primeras
24 h después de la isquemia, o muerte neuronal tardia a partir de las 72 h post-
isquemia. Varios autores coinciden en sefalar que el curso temporal del dafio
provocado por la isquemia en las neuronas piramidales del hipocampo esta
dado por la duracién de dicho episodio. Asi, se sabe que episodios de ICGA
con duracion entre 5 y 15 min provocan la muerte neuronal tardia de una gran
proporcion de las neuronas piramidales de la regién CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo que se manifiesta generalmente a partir de las 72 h post-
isquemia y que depende de la activacion de mecanismos celulares pro-
apoptéticos (Pulsinelli y cols, 1982; Kirino y cols., 1984); en tanto que episodios
de ICGA de mayor duracion pueden inducir muerte neuronal inmediata, que
puede manifestarse desde las 24 h después de la isquemia o antes
(Hernandez-Morales, 2005; Kawai y cols, 1992) y que estd mediada por

mecanismos agudos de dafio, tales como la lipoperoxidacién y el edema celular
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(Pulsinelli y cols, 1982; Schmidt-Kastner y Freund, 1991). La ICGA de mayor
duracién también puede dar lugar a la extension del dafo a otras regiones del
cuerno de Ammon del hipocampo usualmente menos vulnerables, como CA3
(Radenonovi¢ y cols., 2008) y el giro dentado, asi como a otras estructuras
cerebrales ademas del hipocampo. De ahi la decision, en el presente estudio,
de someter a los animales a un episodio de isquemia de duracion “moderada”
(10 min).

Los resultados del presente estudio coinciden con los hallazgos mencionados
anteriormente, puesto que la ICGA indujo la pérdida de la mayor parte de las
neuronas piramidales principalmente en la region CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo, y no en otras regiones menos vulnerables como CA3, a partir
de las 72 h post-isquemia.

La contribucién relativa de los mecanismos de apoptosis (Armstrong y cols.,
1997; Chen y cols., 1998; Ni y cols., 1998) y de necrosis (Colbourne y cols.,
1999) a la muerte neuronal inducida por la isquemia global es un tema
controversial; incluso se acepta que haya sobreposicion en el curso temporal
de ambos procesos (Zeng y Xu, 2000; Muller y cols., 2004; Pagnussat y cols.,
2007). Independientemente de esta controversia y de la naturaleza del dafo
celular (apoptdético o necrético), la activacién de la Casp-3 y la fragmentacion
del DNA, en la neuronas piramidales del area CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo, se han interpretado como indicadores tardios de dafio neuronal
irreversible, y predictores de muerte neuronal. A su vez, la reduccion de su
magnitud por la aplicacion de alguna estrategia neuroprotectora, sustentaria
una mayor preservacion neuronal y la eficacia de dicha estrategia.

Se ha descrito que después de un episodio de ICGA ocurre un incremento de
la expresion del RNAm de la Casp-3 (Gillardon y cols., 1997; Chen y cols.,
1998; Ni y cols., 1998), asi como de la sintesis y la activacion de la Casp-3
(cantidad de proteina, actividad enzimatica o deteccién de la forma activa)
(Chen y cols., 1998; Mdlller y cols., 2001; Tanaka y cols., 2004; Shimizu vy cols.,
2007; Teschendorf y cols., 2008) en varias regiones cerebrales vulnerables a la
isquemia, particularmente en la region CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo, pero no en las regiones resistentes como CA3, en un periodo

comprendido entre las 24 h y los 7 d.
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Dado lo anterior, en el presente estudio se evalud la IR tanto a la Casp-3 total
(p20) que incluye las formas activa e inactiva de la enzima, asi como a la Casp-
3 activa (p17), a las 24, 48, 72 h y 7 d post-isquemia. Efectivamente, la ICGA
indujo un incremento en la IR a Casp-3 total en las neuronas piramidales de las
diferentes regiones del cuerno de Ammon del hipocampo, que se manifestd
principalmente a las 72 h post-isquemia, en contraste con los animales del
grupo Sham que mostraron menor IR en las mismas regiones. Este aumento
podria atribuirse a la sintesis de Casp-3 coincidiendo con lo descrito por otros
autores (Chen y cols., 1998; Tanaka y cols., 2004) tanto con base en
determinaciones en el hipocampo completo mediante la técnica de Western
Blot, como a partir del analisis de la IR a Casp-3 total en las diferentes regiones
del hipocampo (Tanaka y cols., 2004) en forma similar a lo realizado en el
presente estudio.

En nuestro estudio, ademas del incremento de la IR a Casp-3 total, la ICGA
indujo un incremento ligero pero significativo de la IR a Casp-3 activa en las
neuronas piramidales, con morfologia de dano, de la region CA1, a las 72 h
post-isquemia, a diferencia de los animales del grupo Sham que mostraron IR a
Casp-3 activa unicamente en la region CA3. La marca en CA1 ya no se
presentd a los 7 dias post-isquemia, lo que sugiere que bajo nuestras
condiciones, ese es un tiempo demasiado tardio para su deteccién, pese a que
en otros estudios en que someten las ratas a ICGA por paro cardiaco, aun la
encuentran a los 7 dias (Teschendorf y cols., 2008).

La presencia de ambas formas de esta enzima y sobre todo la sintesis de
nueva proteina, es muy posiblemente la razén de la marca intensa que se
obtuvo al detectar la IR a Casp-3 total después de la isquemia, en comparacion
con la IR a Casp-3 activa, particularmente en la regién CA1. El numero de
células inmunorreactivas a este marcador y la magnitud de la marca fueron
dificiles de cuantificar, dado que no fue una marca muy densa ni bien definida;
esto pese a que se utilizaron diversas condiciones de procesamiento
inmunohistoquimico, Por ejemplo, dos diferentes anticuerpos dirigidos a Casp-3
activa y la incubacion con el anticuerpo primario a diferentes tiempos (24 o 48
h). Posiblemente otros de los factores causales de esta marca débil sean las
condiciones en las que se realizé el procesamiento de las muestras, ya que en

algunos trabajos donde se ha estudiado a la Casp-3 activa con técnicas
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inmunohistoquimicas (Tanaka y cols., 2004; Teschendorf y cols., 2008), se han
utilizado cortes realizados por congelacion, en donde se evita el proceso de la
deshidratacion y la exposicion de las muestras a una alta temperatura (58 °C)
durante la inclusién en parafina y la subsecuente desparafinacion de los cortes,
condiciones que pudieron haber sido muy agresivas para la integridad de la
Casp-3 activa y por lo tanto, la IR detectada fue muy escasa. La escasa
intensidad de la IR a Casp-3 activa hizo dificil la evaluacién incluso mediante
densidad o6ptica.

En cuanto a la presencia de IR a Casp-3 activa en la regién CA3, concuerda
con los hallazgos de Rami y cols. (2003) quienes la describen en ausencia de
positividad a TUNEL, por lo que la interpretan como una respuesta que no dara
como resultado la ejecucion del programa de muerte neuronal. Coincidiendo
con estos autores, en nuestros resultados la IR a Casp-3 en la region CA3 no
tuvo correspondencia con la marca de TUNEL, lo que puede indicar que la
sintesis y la activacion de la Casp-3, en las neuronas piramidales de esa regién
precedieron a la fragmentacion del DNA, y pudieran corresponder a una muerte
neuronal que ocurra en periodos de tiempo mas prolongados. De hecho,
utilizando este mismo modelo de isquemia (4-VO) y un esquema de
administracién de P, también similar, se ha observado una pérdida neuronal
del 32% en la region CA3, a los 21 dias post-isquemia (Morali y cols., 2005). Es
posible que en el presente estudio, la marca de Casp-3 activa en neuronas
sanas en CA3, tanto a 72 h como a 7 dias, corresponda a las neuronas que
mueren entre los 7 y los 21 dias después de la isquemia.

Si bien la técnica de TUNEL fue en un inicio descrita para el marcaje de la
fragmentacién internucleosomal del DNA como caracteristica intrinseca de la
muerte por apoptosis (Gavrieli y cols., 1992), mas tarde se llegd a la conclusion
de que esta técnica no era capaz de discriminar entre apoptosis, necrosis y
muerte por autofagia (Grasl-Kraupp y cols., 1995; Saraste, 1999). Asi,
numerosos estudios han descrito la marca de TUNEL, mas bien como un
indicador de la muerte neuronal tardia, que se manifiesta a partir de las 72 h
después de la isquemia (MacManus y cols., 1993; Iwai y cols., 1995; Petito y
cols., 1997; Maeda y cols., 1998; Sugawara y cols., 1999; Shimizu vy cols.,
2007; Teschendorf y cols., 2008). Coincidiendo con esos trabajos, la

fragmentacién del DNA se manifestd, de manera muy selectiva, en las
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neuronas piramidales de la region CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo a
partir de las 72 h post-isquemia, donde se encontré un numero abundante de
neuronas positivas a TUNEL, en su mayoria con caracteristicas morfologicas
de dafo.

Los efectos neuroprotectores de P4 han sido demostrados en diversos modelos
de dafo tanto in vitro como in vivo. Entre estos ultimos, se han utilizado
modelos de dafo excitotoxico, de dafo traumatico al cerebro y a la médula
espinal, de isquemia cerebral focal y de isquemia cerebral global (Gonzalez-
Vidal y cols., 1998; Chen y cols., 1999; Frye y Scalisse, 2000; Cervantes y
cols., 2001; Gonzalez Deniselle y cols., 2002; Murphy y cols., 2002;
Labombarda y cols., 2002; Djebaili y cols., 2004; Morali y cols., 2005; Sayeed y
cols., 2006; Cai y cols., 2008; Sayeed y cols., 2009). Se ha demostrado que
uno de los mecanismos de accion de P4, involucrado en sus efectos
neuroprotectores en contra del dafo traumatico al cerebro (Djebaili y cols,
2004) e isquemia in vitro (Lockhart y cols., 2002; Ardeshiri y cols., 2006), es la
reduccion de la activacién de la Casp-3 y de la fragmentacion del DNA. Esto no
habia sido analizado en modelos de isquemia cerebral global, condicion que
comparte algunos mecanismos fisiopatoldgicos con el dafio traumatico (Leker y
Shohami, 2002) y con la isquemia in vitro (Goldberg y Choi, 1993) en los que
se han descrito estos indicadores de dafio.

En estudios previos de nuestro laboratorio, se ha mostrado que el esquema de
administracion de P4 a partir de los 15 min de reperfusion, como fue utilizado
en este estudio, da por resultado, a los 21 o0 a los 90 d post-isquemia, una
mejor preservacion de la integridad funcional del hipocampo, pero sin prevenir
en forma significativa la pérdida de las neuronas piramidales de CA1 y de CA2
con una preservacion de solo el 40% y el 62%, respectivamente a los 21 dias
(Morali y cols., 2005) y del 20% y 32% a los 90 dias (Montes y cols.,
manuscrito enviado a publicacién). Coincidiendo con estos datos, en el
presente estudio no se encontré que el tratamiento con P4 redujera la pérdida
neuronal inducida por la ICGA; sin embargo, redujo significativamente la
fragmentacion del DNA en las neuronas piramidales remanentes de la region
CA1 del cuerno de Ammoédn del hipocampo, especialmente a los 7 dias post-
isquemia. Esta respuesta pudiera interpretarse en el sentido de prevenir parte

de la pérdida neuronal posterior a intervalos de tiempo mayores, y en su caso,
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como parte de los mecanismos de neuroproteccion que hacen posible esta
preservacion neuronal parcial. A este respecto, Ardeshiri y cols. (2006)
describen que P4, a través de su biotransformacion al metabolito activo, la THP,
disminuye la fragmentacion del DNA en células de Purkinje en cultivo
sometidas a deprivacion de oxigeno y glucosa, y lo interpretan como un
resultado del incremento de la actividad GABAérgica inducido por esta
hormona, que contrarresta la excitotoxicidad por glutamato, aunque esto queda
por ser determinado, dado que no utilizaron un disefio experimental que
aportara evidencia al respecto.

Por su parte, el efecto neuroprotector de P4 descrito en un modelo de dafo
traumatico al cerebro de ratas macho adultas (Djebaili y cols., 2004), fue puesto
en evidencia con un indicador diferente al utilizado por nosotros, a través de la
disminucién de la actividad enzimatica de la Casp-3, y no a través de la
deteccién inmunohistoquimica de la forma activa de la enzima como en el
presente estudio, ademas en ese estudio la administracién de P, fue previa a la
induccion del TBI, teniendo la posibilidad de poder interferir con los
mecanismos fisiopatoldgicos iniciales, a diferencia de nuestro estudio en el que
la administracion de P4 se inicié a los 15 min post-isquemia, y posiblemente no
se haya podido interferir con algunos de los mecanismos fisiopatologicos
inmediatos, entre ellos, la pérdida de la homeostasis ionica, la liberacion
masiva de Glu y la subsecuente excitacion de sus receptores ionotropicos, asi
como la entrada de calcio. En cambio, es muy posible que si se haya podido
interferir con algunos otros mas tardios, como son el dafo por radicales libres
(Sugino y cols., 1996; Roof y cols., 1997), la formacién del PPTM (Sayeed y
cols., 2009), la expresion de moléculas pro-apoptéticas (Djebaili y cols., 2004;
Yao y cols., 2005) y la via de sobrevivencia mediada por ERK1/2 (Cai y cols.,
2008); lo que posiblemente resulté en la disminucion de la fragmentacion del
DNA después de la isquemia.

Es posible que la falta de una marca mas evidente de Casp-3 activa no haya
permitido demostrar posibles efectos del tratamiento con P, sobre este
indicador. De este modo, otro esquema de procesamiento de las muestras
posiblemente permita una mejor deteccion de la Casp-3 y dé una evidencia
mas confiable del efecto del tratamiento con P4 sobre la activacion de esta

enzima.
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Por otra parte, otros esquemas de administracion de P4 que interfieran en
forma mas efectiva con los mecanismos de dafno inmediatos provocados por la
isquemia, que prevengan el aumento de calcio intracelular y el dafio
mitocondrial, y con ello permitan una mayor preservacion de las neuronas
piramidales del hipocampo, como ha sido demostrado por ejemplo con la
administracion de esta hormona durante varios dias antes y varios dias
después de la ICGA (Gonzalez-Vidal y cols., 1998), tal vez permitan poner de
manifiesto la posible participacion de la reduccion de la Casp-3 activa como

uno de los mecanismos neuroprotectores de P4 en contra del dano por ICGA.

68



IX.

CONCLUSIONES

. La ICGA inducida en los animales experimentales, en el presente

estudio, fue efectivamente una isquemia moderada, ya que provoco
dafio neuronal, particularmente en la region CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo puesto de manifiesto a través de la pérdida de la mayoria

de esas neuronas a partir de las 72 h post-isquemia.

. La ICGA indujo la sintesis y, en menor grado, la activacién de la Casp-3,

particularmente en las neuronas piramidales de la region CA1 del cuerno
de Ammon del hipocampo, manifestadas por un incremento en la IR a

Casp-3 total y activa, a las 72 h post-isquemia.

. La ICGA indujo la fragmentacion del DNA de las neuronas piramidales

de la region CA1 del cuerno de Ammédn del hipocampo, expresada a
través de un incremento en el numero de neuronas positivas a TUNEL a

partir de las 72 h post-isquemia.

. El efecto neuroprotector de P, se manifestd a través de la reduccién de

la fragmentacion del DNA después de la ICGA, especialmente a los 7 d

post-isquemia.
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X. PERSPECTIVAS

Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos, se pretenden analizar
otros parametros que los complementen, por ejemplo:
e Deteccion de la forma activa de la Casp-3 en cortes obtenidos por
congelacion.
e Cuantificacién de la Casp-3 en su forma activa e inactiva por la técnica
de Western Blot.
e Deteccion y cuantificacidon de Anexina V que es un marcador especifico
de muerte por apoptosis, pues detecta la traslocacion de fosfatidilserina

de la cara interna de la membrana plasmatica a la externa.
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Xll. ANEXO

PREPARACION DE SOLUCIONES
PB 0.2 M (Buffer de fosfatos, 1L)
Disolver por separado:
A. 5.5 g de fosfato monobasico en 200 mL
B. 25.4 g de fosfato dibasico en 900 mL
Tomar 190 mL de A + 810 mL de B.
AjustarpHa 7.4

PBS 0.1 M (Buffer de fosfatos en solucién salina, 1L)
IMPORTANTE: Preparar previamente PB 0.2 M
Disolver 8.5g de NaCl en 500mL de agua destilada
Luego agregar 500 mL de PB 0.2 M

AjustarpHa 7.4

SOLUCION LAVADORA (Perfusién, 1L)

Disolver (en agitacion) en 950 mL de agua destilada:
0.5 g de Na,CO3
0.25 g de KClI
8.5 g de NaCl

Adicionar 50 mL de PB 0.2 M

AjustarpHa 7.4

PARAFORMALDEHIDO 4% (1L)

Calentar 500 mL de agua destilada (50-60°C), no mas porque se desnaturaliza.
Agregar 40 g de paraformaldehido y agitar durante 10min.

Agregar perlas de NaOH hasta que se transparente la solucion.

Meter la solucion al refrigerador. Una vez fria, se vierten 500 mL de PB 0.2 M
AjustarpHa 7.4

DESHIDRATACION DEL TEJIDO CEREBRAL

Para eliminar el paraformaldehido del tejido cerebral, es necesario que se

realizacen 3 o 4 lavados con PBS 0.1 M, incubando durante 1 h en cada
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lavado, a temperatura ambiente. Una vez que se hayan terminado los lavados,
se corta la rebanada del cerebro correspondiente al hipocampo dorsal. Dicha
rebanada se deshidratara en el procesador de tejidos automatizado incubando
con alcoholes de concentraciones crecientes y posteriormente la etapa de
aclarado se llevara acabo incubando con xilol, y finalmente en parafina.

Si se carece de un procesador de tejidos automatizado, entonces el

procedimiento se puede hacer manualmente:

e Alcohol 60% 1 h 30 min
e Alcohol 70% 1 h 30 min
e Alcohol 80% 1 h 30 min
e Alcohol 90% 1 h 30 min
e Alcohol 96% 1 h 30 min
e Alcohol absoluto 1 1 h 30 min
e Alcohol absoluto 2 1 h 30 min
e Alcohol-Xilol 1 h 30 min
e Xilol 1 1 h 30 min
e Xilol 2 1 h 30 min
e Parafina 1 1 h 30 min
e Parafina 2 1 h 30 min

Tras este tiempo (18 h), las rebanadas se incluyen en bloques de parafina.

PREPARACION DE LAMINILAS CON GELATINA
Calentar agua destilada entre 50-60°C y mantener a esa temperatura. Para
preparar 500 mL:
Gelatina........coooiiii 25¢g
Dodecahidrato sulfato de potasio y cromo........ 0.25¢
Agregar la gelatina y el sulfato cuando se hayan alcanzado los 60°C.
Agitar con mosca hasta que se disuelva completamente la solucion, debe tener
un color verde-azul (dejar enfriar a 30°C).
Filtrar la solucion.
Por otra parte, se prepararan 4 recipientes de vidrio en el siguiente orden:
Recipiente 1 con acetona (5 minutos)

Recipiente 2 con agua destilada (3-5 minutos)
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Recipiente 3 con agua destilada (3-5 minutos)

Recipiente 4 con solucion gelatina-sulfato (5 minutos)
Los portaobjetos se colocan en el porta-laminillas metalico y se sumergen en
los recipientes a los tiempos antes mencionados.
Tras sacar los portaobjetos de la solucidn de gelatina, se deben meter en la
estufa a 60°C para que se sequen (alrededor de 30 minutos).
Revisar cuidadosamente que estén bien secos para evitar que se peguen entre
Si.

Es recomendable que se guarden nuevamente en su caja.
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