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RESUMEN

Los modelos experimentales para inducir isquemia cerebral en roedores son
indispensables paca investigar la fisiopatologia y tratamiento de Ius alleraciones que ocurren
por ef daiio tisular. Con base en esto, durante Jos tltimos 30 afios se han hecho numerosos
esfuerzos para desarrollar modelos que permitan estudiar las deficiencias anatomofuncionales
que se generan, los trastornos conductuales que desarrollan los animales a consecuencia del
proceso isquémico, asi como los efectos protectores de algunos tipos de firmacos, Entre las
téenicas empleadas en fas arterias de interés de cste estudio se encuentran:  la oclusion
temporal o definitiva de las arterias cardtidas comunes, ya sca cn forma uni o bifateral,
simultdnei o secuencial con intervalo de | semana; comunicdndose, en cada caso, diferentes
porcentajes de mortalidad, lo cual probablemente estd asociado a fas secuelas neurolGgicas
directas de la isquemia, variaciones anatomicas en la disposicion de fos vasos sanguineos que
itrigan al encéfalo, desarrollo de mecanismos compensatorios de irrigacion, entre otros, En
este trabajo se estudio el corte secuencial de las arterias earétidas comunes en ratones con el
fin de establecer si es un modeto 0tif para ef estdio de firmacos neuroprotectores; se explord
Ia atilidad del indice acumulado de mortalidad como un pardmetro para estimar fa fetatidad
provocada por fa isquemia cerebral, asi como la eficacia de los agonistas SHT,, O-OII-DPAT,
huspirona ¢ indorrenato para reducir las alteraciones conductuales y neuroldgicas y ¢l indice
acumuiado de mortalidad de ratones sometidos a corte secuencial de as cardtidas comunes.
En un primer grupo de experimentos se utilizaron ratones machos adultos, 25 a 30 grs. de

peso, provenientes del Bioterio de fa Facultad de Medicina de Ta UNAM y en una primera



ctapa se procedio a la ligaduwra y corte de fa arteria cardtida comiin izquierda. Treinta y dos
dias después se hizo la ligadura y corte de la cardtida conwralateral.  Una vez terminada la
segunda cirugfa los animales fucron observados continnamente 'y, en cada caso, se
determinaron lus trastornos conductuales y neuroldgicos asf como el ticmpo de muerte. Las
evaluaciones conductuales se realizaron de acuerdo al modelo de Iewin a las 2, 24 horas y 8
dfas postisquemia, evidencidndose un pawron consistente ¢n cuanto a los  trastornos
neuroldgicos en todos los animales isquémicos. La letahidad fue observada continuamente
durante las primeras 24 horas posteirugia, y después cada 24 horas durante 8 dias. Con ¢l
miniero de muertes ocurridas fue posible calcular el indice scumulado de mortatidad. Iiste
indice fue de 0.42 (42%) a los 60 min, 0.63 (63%) a las 24 horas y de .92 (92%) a los 8
dias. En un segundo grupo de experimentos se determinaron los efectos protectores de los
agonistas SHT,,, 8-OlI-DPAT, buspirona ¢ indorrenato. Cada firmico fue probado a tres
o cuatro niveles de dosis, inyectados por via intraperitoneal 30 minutos antes del corte de la
segunda arteria cardtida, y se utilizaron 24 animales por cada dosis. Se encontré que el 8-
OH-DPAT disminuye ¢n forma dosis-dependiente la mortalidad y los trastornos conductuates
y alteraciones neuroldgicas de los ratones. La actividad protectora de fa buspirona fuz mds
pronunciada con sus dosis mids baja (3.1 mg/kg y mis alta 31 mg/kg) que con la dosis
intermedia. El indorrenato fué activo a ta dosis de I mg/kg y su mayor preteecion se obtuyo
con fa dosis de 3.1 mg/ke. En todos los casos la nudxima proteceion se observd durante las
primeras 24 horas postcirugla. También fue evidente que Ia proteccion ofrecida por el 8-OH-
DPAT a Ia dosis de 10 mg/kp persistié hasta el sexto dia del ensayo. Estos resultados

demuestran que la isqueria cerebral producida por el corte secuencial de las arterias



cardtidas comunes es un modelo potencialmente itil en el estudio de  firmacos
neuroprotectores. Eb indice acumulado de mortalidad es un pardmetro til para estimar la
letatidad provocada por la isquemia cerebral y para el estudio de los mecanismos que aceleran
a disminuyen el desarrollo del proceso isquémico. La administracion de dosis bajas y
maderadas del 8-Ol-DPAT, buspirona ¢ indorrenato reduce substancialmente la mortalidad
y tos trastomos conductuales y altericiones neuroldgicas que se presentan en ratones

sametidos a isquemia cerebral.



ABREVIATURAS

ATP Adenosintrifosfato

Ca'! Calcio

CA, Zona de neuronas hipocampales tipo 1

C.C. Cardtida comun

DAG Diacilglicerol

(DMTU) Dimetiltiourea

h Hora

ip Via intraperitoneal

1P, Inositol 1-4-5 trifosfato

K! Potasio

(K) Receptor kainato para dcido glutdmico/aspértico
2 Receptor adrenérgico tipo alfa |

MAO Enzima monoaminooxidasa

min Minuto

mg/kg Miligramo por kilogramo de peso

mRNA RNA mensajero

Nat Sodio

Na*/Ca** Intercambiador de sodio y calcio
Na*-K*-ATPasa Bomba de sodio potasio adenosintrifosfatasa



(NMDA) Receptor N-metif-D-aspartato para ef dcido

glutimico/aspdrtico

NO Oxido nftrico

Q,. Anion superoxido

Q Receptor quiscualato pata el deido ghutdmico/aspdrtico
RVIM Médula ventrolateral rostral

¢ Via subcutinea

SHT Serotonina

SHT, 44 Tipos de receptores serotonérgicos

SHT aiie Subtipos de receptores serotonérgicos
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L INTRODUCCION

1. Antecedentes generales

El sindrome de apoplejfa humana cansiste en el desarrollo abruplo de una deficiencia
neuroldgica focal; cuyo origen puede ser el indicio de la oclusion de un vaso cerebral,
usualmente arterial, o la ruptura espontinea de una artetia intracraneal con su consecuente
llemorragia en ¢} parénquima cerebral o el espacio subaracnoideo (Garcia, 1984). Durame
este ataque, el flujo sangufneo al cerebro es interrumpido, lo cual de hecho interfiere con su
‘funcidn normal; sin embargo, se ha observado que algunas de sus dreas, denominadas zonas
isquémicas de penumbra o halo ubicadas atrededor del infarto, pueden permanccer
estructuralmente viables aunque metabdlicamente inactivas durante horas o incluso dias

constituyendo las zonas potencialmente recuperables dentro del ataque isyuémico.

L.1.  Cuadro clfnico del accidente cerebrovascular.

Las manifestaciones clinicas varian dependiendo, entre oteas cosas, del drea cercbral
afectada, del tamafio de In lesién y Ia profundidad de ésta, notdndose que cuando se ocluye
Ia arteria cerebral media cn su porcion proximal con blogueo de las ramas penetrantes y
corticales el cuadro clinico serd el de una hemiplejfa y hemianestesia contralaterales,
apractagnosia, anosognosia y disartria; si se afecta el hemisferio dominante tambicn se
producird una afasia global. Los sindromes parciales debidos a In oclusidn de una rama

consisten en debilidad motora con o sin debilidad en el miembro superior (sindrome opercular



frontal).

Si I lesion afecta el territorio de la arteria cerebral anterior, el praciente podrd
presentar un cuadro de abulia profunda con signos piramidales bilaterales y paraplejfa,
deficiencia sensitiva cortical en pie y pierna, incontinencia urtnaria, rigidez paratonica,
lenguaje en forma de susurros, reflejo de presién contralateral y alteracion de Ia marcha y
postura.

Por otra parte, al afectarse ¢l territorio de la arteria cercbral posterior se observayi
hemianopsia homénima bilateral, ceguern cortical, acramatopsia, dislexia verbal sin agrafia,
defectos de la memoria, sindrome (alimico, hemiplejia comtralateral, paresia de los
movimientos oculares verticales, desviacién divergente, miosis y ptosis de grado leve entre
otros.

Finalmente, Ia oclusidn de la arteria cardtida interna praducivd los mismos sintomas
de Ta oclusion de la parte proximal de Ia arteria cerebral media, pudiéndose afectar ademds

el territorio de sus ramas corticales distales (Wilson, 1981)

1.2, Patogenia del accidente cerebrovascular.
1.2,1. Trastornos ¢n la homeostasis de la concentracién intracelular del calcio

En la patogenia del accidente cerebrovascular se ha hecho énfasis sobre Ia relevancia
de los trastornos en la homeostasis de fa coucentracién intracelular del calcio, fa cual estd
controlada por la regulicién de varios canales de membrana, o por su liberacion a partir de

depdsitos en organelos intracetulares como el retfeulo endoplismico liso y mitocondrias; entre



los procesos de membrana tenemos los canales de Ca** sensibles a voltaje los cuales se abren
por despalarizacion eléctrica de las membranas neuronales, y los canales de Ca* ' acoplados
a receptores de neurotransmisores cuya apertura obedece a fa activacion del receptor por
acoplamiento con su neurotransnisor.

El primer sitio de ataque en los estados isquémicos cerebrales ¢s lit respiracion
acrobica celular, esto es, fa fosforilacion oxidativa por la mitocondria. Al disminuir Ia presién
parcial de oxigeno dentro de Ta célula se pierde la fosforilacién oxidativa y la generacion de
ATP sc torna lenta o cesa, lo cual tiene efectos extensos en muchos sistemas intracelulues.
n particular, hay trastornos de la conservacion de las membranas celulares y de ta actividad
de las enzimas relacionadas de la indole de las ATPasas como lo es la bomba Na'-K*-
ATPasa, en consecuencia cambios en la permeabilidad de las membranas celulares ¢
incremento de la concentracion intracefular del Na* con difusién de K* al exterior de In
célula, 1o que origina la despolarizacién de las membranas neuromales y la apertura de los
canales de calcio sensibles al voltaje (Alps, 1992); con el incremento de la concentracion
intracelular del calcio se genera, a su vez, la liberacion masiva de necurotransmisores
centrales, entre los cuales se ha dado especial importancia al dcido glutdmico. aminoicido
excitatorio que presenta como caracteristica que al interactuar sobre sus receptores (NMDA)
incrementa aiin mds la concentracion intracelular del calcio por tener canales iénicos altamente
permeables a este cation acoplados a su receptor.

Del mismo modo la deprivacion de ATP se traduce en alteraciones de la regulacién

de la concentracion intracelular del calcio a través de sus ATPagas asi como por el sistema



intercambiador Na*/Ca**. Sakanioto (1986) refiere la posible influencia de ia alteracion de
un mecanisno de recaptacion de calcio dependiente de ATP dado por el ret(culo endopldsmico
liso y mitocondrias neuronales; sefalando ademds que los trastornos de la bomba Nat-K*-
ATPasa podrian inducir la acumulacién de Ca** intracelular.

Por otra parte, la estimulacion de los receptores @1 adrenérgicos aumenta las
coucentraciones Intracefulares de Ca** por la activacién de una fosfolipasa C aparentemente
por medio de una protelna G y la hidrolisis de los polifosfoinosftidos unidos a la menbrana,
el resultado es la generacion de dos segundos mensajeros DAG ¢ 1P3, este iltimo estimula
la liberacion de Ca* * de los depésitos intracelulares, el cual luego inicia distintas respuestas
celulares, algunas de éstas como resultado de Ia activacidn de enzimas dependientes de Ca**
(proteinquinasas dependientes de Ca**-calmodulina, proteinquinasa C y otras quinasas y
proteasas) (Goodman, 1991).

Los cfectos neurotéxicos asociados al incremento de Ia concentracion de ecalcio
intracelular  estin  medindos por diversos procesos como liberacion masiva de
neurotransmisores, activacién de proteasas y fosfolipasas permitiendo 1a formacidn de dcidos
grasos libres y destruccion del citoesqueleto y estruciuras membranales, la activacion de
endonucleasas que inducen Ia hidrélisis del DNA, inhibicidn de la fosforilacidn oxidativa
mitocondrial y reduccién en In sintesis de ATP, La disminuciénde! ATP celular y el aumento
concomitante del AMP estimulan a una enzima, la fosfofructocinasa, 1o cual origina aumento
de la glucélisis anaerdbica para mantener la fuente encrgética de la célula al generar ATP a

partir de glucégeno. La glucdlisis origina acumulacién de dcido 1ictico y fosfatos inorgénicos



por la hidrélisis de los ésteres de fosfatos lo que disminuye el pH intracelular. En esta ctapa,
las mitocondrias permanecen normales o estin ligeramente hinchadas o condensadas, el
reticulo endoplismico permanece dilatado y toda la célula estd muy hinchada con auniento en
la concentracion de agua, sodio y cloruro y disminucion de la de potasio. Todos los trastornos
menclonados son reversibles si se restablece la oxigenacidn, en caso de persistir Lt isquemia
liay pérdida continua de proteinas, coenzimas esenciales y dcidos ribonucleicos a través de las
membranas hiperpermeables; las células pueden también perder metabolitos imprescindibles
para la reconstitucidn del ATP, disminuyendo asi el contenido neto intracelular de fosfutos
de alta energia. El descenso del pH, simultaneamente con los cambios en la composicion
-idnica de la célula, origina lesién de las membranas lispsomicas, seguida de liberacion de
enzimas hacia el citoplasma (RNAasas, DNAasas, proteasas, fosfatasas, glucosidasas y
catepsinas) y activacién de las hidrolasas acidas. La activacién de estas enzimas conlleva a
la digestion enzimitica de wodos los componentes que se manificsta por pérdida de
ribonucleoproteinas, desoxirribonucleoproteinas y glicégeno. Por idltimo, la céhila muerta
puede ser reemplazada por grandes acimulos de fosfolipidos niismos que después son

fagocitados por otras células (Bondy, 1989).

1.2.2. Incremento en la generacidn de especies reactivas de oxfgeno
Las especies reactivas de oxigeno, como el anion superdxido 0,. el peroxido de
hidrégeno y los radicales hidréxilos, son producidos fisiolégicamente en las células fagocfticas

activadas, a nivel de la cadena transportadora de electrones mitocondrial y a nivel de sintesis



de prostaglandinas y leucotrienos,  Existen mecanismos orgdnicos protectores para cvitar
dadios celulares oxidativos que pueden ser generados por estos compuestos a los que se les ha
denominado mecanismos antioxidantes; entre éstos se encuentran las enzimas catalisg,
superdxido dismutasa, el sistema de glutation y fas vitaminas £y C; sin embargo, en
comparacién con otros drganos del cuerpe, el sistema nervioso presenta una setie de
caracterfsticas bioquitnicas, tisioldgicas y anatémicas que lo hacen especialmente vulnerable
a los dasios mediados por estas espeeies, tales como el hecho de tener una gran drea de
superficie de membraoa por volumen citoplasmdtico, una cspecializada actividad de
conduccién veuranal y transmision sindptica dependiente de una funcién eficiente de
membranas, poseer uma alta concentracion de sustratos ficilmente oxidables, en particular
dcidos grasos poliinsaturados de la membrana lipfdica y un bajo nivel protectivo de enzimas
antioxidantes como la catalasa y glutation peroxidasa.

En los procesos isquémicos cercbrales se genera un estrés celular donde los
mecanismos oxidantes rebasan a los antioxidantes dejando un daito potencial inducido por
diversos procesos como la generacion del radical superdxido Or,. durante la sintesis de
prostaglandinas y 1a acunulacion de neutrdfilos activados con el consecuente incremento del
estrés oxidativo celular, la sobreproduccion de 6xido nitrico ¢l cual reacciopa con el
super6xido de oxigeno para formar aniones peroxinitritos, mismos que pueden formar
poderosos y citotoxicos oxidantes conto los radicales hidréxilos y dioxido de nitrégeno;
asimismo, las células endoteliales de las vasos sanguineos cerebrales pueden generar

superdxidos como resultado de Ia conversion de 1a xantina deshidrogenasa a xantina oXidasa,

[



quicn bajo esta forma es un potente generador de radicales superéxido y pevoxido de
hidrégeno, mismos que mediante reaceiones catalizadas por metales (hierco y cobre) producen
radicales hidroxilos, los cuales son més reactivos que sus precursores,  Por otra parte, la
deficiencia de oxfgeno puede generar I salida de radicales libres desde la cadena
ransportadora de electrones mitocondrial. Los daiios cclulares consccuentes involucran
peroxidacion de fosfolfpidos de membrana y oxidacién de protefnas celulares y dcidos

nucleicos (Martz, 1989; Cochrante, 1991; Evans, 1993; Palmer, 1993).

1.2.3. Aumento ent la concentracion extracelular de aminodcidos excitatorios y serotouina,

El glutamato y aspartato se encuentran en altas concentraciones en el encéfalo, ambos
tienen efectos excitatorios nuty potentes sobre las neuronas en casi todas las regiones del
sistema nervioso central, esta excitacién es causada por la activacion de tres tipos de
receptores, kainato (K), Quiscualato (Q) y N-metil-D-aspartato (NMDA). Los conductos
i6nicos activados por (K) y (Q) son permeables al Na* y K', el conducto activado por
NMDA es muy permeable al Ca**, Na* y K*, mismo que en condiciones de isquemia
cerebral se encuentra significativammente activado debido al exceso de glutamato liberado
(Araki, 1993).

La participacién del sistenta serotonérgico en la fisopatologia del daiio isquémico
cerebral ha sido sefialada en diversos estudios. Sc ha encontrado que I 5-HT posee tanto
efectos excitatorios como inthibitorios sobre Ia actividad de neuronas centrales mediados por

multiples subtipos de receptores 5-HT, los cuales se encuentran heteragéneamente distribuidos



dentro del sistema nervioso central.  Lstudios electrofisioldgicos han revelado que la §-HT
es capaz de despolarizar newronas centrales actuando sobre receptores 5-HT2/1C, 5-11T3 ¢
5-1'T4; ocurriendo hiperpolarizacidén neuronal al interactuar con receptores 5-HT,,.
Durante la isquemia la falta de energia y la despolarizacion de la membram
probablemente promucven el aumento en la concentracidn extracelular de serotonina por
incremento en el flujo presindptico, via activacion de canales de calcio sensibles a valtaje, y
por la atenuacion de la actividad de la MAQ, dejando una reduccion de la desaminacién
oxidativa. Una fuente adicional que podrfa contribuir a clevar los niveles incluye la pérdida
de serotonina plasniitica a través de la disfuncionalidad de las barreras de los vasos
sangufneos cerebrales; ademds, las plaquetas activadas podrian proveer una fuente adicional.
Los efectos daiiinos de la serotonina pueden ser ncuronales y vasculares. La
serotonina ticne un efecto potenciador sobre Ia excitacin neuronal por glutamato en diferentes
regiones del cerebro, con altas concentraciones produce despolarizacién de las neuronas
motoras por activacién de receptores 5-11T2. En la neocorteza In serotonina aumenta el efecto
de aminodeidos excitatorios como el dcido glutdmico sobre sus receptores NMDA y (Q).
Ademds de su actividad neuromoduladora, la serotonina es un vasoconstrictor potente,
efecto mediado por la activacién de receptores 5-HT2, el cual se ve aumentado durante la
isquemia y recirculacion debido al daflo del endotelio de los vasos sangufneos cerebrales.
La participacién de la serotonina cn los mecanismos termorreguladores fambién se ha
estudiado ent relacion a los subtipos de receptores, se ha encontrado que en la rata la

activacidn de receptores S-HTT genera hipotermia mientras que 1a estimulacion de receptores



5-HT2 produce hipertermia,

Recientemente ha sido demosttado que la serotonina estimula la lberacion de dcido
araquidonico ¢ inositol fosfato en neuronas hipocampales mediado por receptores 5-1172; par
lo tanto, el efeeto dclclér_co de B seratonina puede ser mediado potencialmente a través de la
generacién de dcido araquiddnico y sus eicosanoides (Gudelsky, 1986; Davies, 1987; Guido,

1988; Sheldon, 1990; Prehn, 1993).

1.3, Modelos experimentales para inducir fa isquemia cerebral,

Durante los ultimos 30 afos se han hecho numerosos esfuerzos para desarroliar
modelos experimentales de isquemia cerebral en rocdores, con el prop6sito de estudiar las
deficiencias anatomofuncionales que se generan, los trastornos conductuales que desarrollan
los animales a4 consecuencia del proceso isquémico, asi como los efectos protectores de
algunos tipos de fiitmacos. En general, dichos modelos pueden ser clasificados en isquemias
focales y plobales. La isquemia focal resulta de la oclusién de una arteria que vasculariza una
regién particular del encéfalo como lo es la oclusion de la arteria cerebral media; esta téenica
ha sido muy utilizada en ratas y gerbil, y puede efectuarse en forma temporal o permanente.
La primera implica {a introduccién de un monofilamento de nylon a través de la arteria
car6tida interna hasta Hegar a bloguear el origen de Ia arteria cerebral media durante un
perfodo de 2 horas (Chen, 1992; Zhang, 1993), este procedimiento tiene la ventaja de qgue no
requiere de una craneotomia subtemparal; sin embargo, se producen daiios meednicos en los

vasos sanguineos.  Para la oclusion permanente de la arteria cerchral media se han



comunicado diversas técnicas, entie ¢stas tenemos: A, La cauterizacion de dicho vaso a nivel
de su origen (Bederson, 1986+ Shiino, 1989; Barone, 1991; Morikawa, 1992), pari tal fines
necesario realizar una craneotomfa lo que podria causar daitos tisulares en las dreas adyacentes
al sitio de 1a oclusion; . La inyeccion de microesferas a través de la arteria cardtida interna
para simular una microembolizacion (Denwra, 1993), que en efecto se produce, pero los
infartos sc distribuyen heteyogeneamente en el cerebro; ¢. La oclusidn fototrombotica de Ja
ateria cerebral media, que consiste en la generacion de un trombo mediante la interaceion
fotoquimica entre la luz laser y una sustancia fotoscusible que es inyectada en forma
endovenosa (Markgraf, 1994), esta téenica evita Ja realizacidn de uma craneotomia
subtemporal y los dafios mecdnicos en los vasos sangufneos observados con las téenicas
anteriores, pese a esto, su procedimiento resuita muy costoso.

La isquemia global se produce cuando se ocluye una o varias de las anerias
extracraneales que vascularizan al encéfalo, usualmente en forma transitoria, lo que afecta
diversas dreas cerebrales aunque principalmente a regivnes selectivamente vulnerables a los
procesos isquémicos que incluyen a las neuronas CAl hipocampales, caudoputamen y
neocorteza (Mileson, 1991; Hossman, 1993). Lnun buen mimero de modelos se produce este
tipo de isquemia cerebral a través de la manipulacion de las arterias cardtidas comunes, De
ellos, cabe destacar:

a. La ligadura y corte unilateral de Ia arteria cardtida comin en gerbil comunicada por Levine
(1969) donde se refiere una mortalidad del 18% de los gerbil infantes al primer dia de la

oclusién y det 35% durante la primera semana posteirugia en el caso de los animales adultos.
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Kahn (1972) la efectué en gerbil adultos seitalando un 53% de mortatidad dentro de los
primeros 5 dias postisquemia, destacando ademds que los animales sobrevivienies no
presentaron infitrto cerebral,

b. La oclusion bitateral de las arterias cardtidas comunes en forma temporal.  En este caso
la oclusién se realiza mediante el pinzamiento simultdneo de las arterias cardtidas con unas
micropinzas, por un perfodo de tiempo determinado, permitiéndose posteriormente el reflujo
sanguineo. En cuanto a los tiempos de ochision considerados se reportan periodos entre 5y
20 minutos en gerbil (Kirino, 1984; Crain, 1988; Gerhardt, 1988; Wang, 1990; Akai, 1993),
comunicando incrementos en la actividad locomotora de los animales y dajios celulares a nivel
det hipocampo. También se ha utilizado en ratas con un tiempo de oclusién de 30 minutos
(Yoshida, 1986).

¢. La ligadura bilateral simultdnca de las arterias cardtidas comunes en forma permanente.
Se ha realizado en gerbil (Harrison, 1973), donde se comuica una mortatidad de los animales
del 65% durante las primeras 24 horas postisquemia y trastomos neuroldgicos caracterizados
por movimientos en cfrculo en los sobrevivientes. Fujishinia (1976) wtilizando cepas de ratas
hipertensas y normotensis comunicd una mortalidad de 72-73% de las raas hipertensas y de
11-25% enel casode las nornotensas en las primeras 24 horas postcirugfa. Del mismo modo
Lehman (1991) sefiaki 51% de mortalidad en conejos y Ia ausencia de trastornos neuroldgicos
en los animales sobrevivientes,

d. La isquemia repetitiva por Ia oclusidn bilateral temporal de las carétidas comunes en forma

simultdnea en gerbil. En este caso Ia isquemia se produee por el pinzamiento simultinco de



fas arterias carotidas comunes por 3 minutos permitiendo a continuacion fa reperfusion
sanguinea por un perfodo de una hora; al eabo de este tiemipo, los animales voelven a ser
sometidos al procedimiento descrito. No se reportan datos de mortalidad y se ha comunicado
que en algonos casos los animales presentaran hiperactividad y encorvamiento del dorso
durante los primeros 30 minutos postisquemia (Shuaib, 1992; McCrea, 1994).

¢. La ligndura bifateral permanente de fas arterias cardtidas comunes en forma secuencial.
Fste método implica en primer término la ligadura permanente de la arteria carotida comin
izquierda, posterior a una semana se realiza el mismo procedimiento a la arteria cardtida
contralateral, Fsta téenica se ha utilizado en cepas de ratas hipertensas y aunque no se
reportan datos de mortalidad de los animales se la referido que se logra aumentar [
resistencia de fas ratas a la segunda ligadura, incrementindose fa sobrevida, probablemente

por un efecto acumulado del estres de Jos procesos inducidos con Ja primera ligadura (Horie,

1993).

1.4, Evaluacion de los trastornos conductuales y neurolégicos inducidos por la isquemia
cerebral,

Se han empleado numerosos procedimientos. De ellos cabe destacar;
a. El registra de la actividad locoinotora por medio de cajas de campo abierto (Wang, 1990,
Coberth, 1990) que consiste en medir el desplazamicnto de los animales dentro de unas cajas
de madera cuyo piso se encuentra dividido en varios cuadros de aproximadamente 12 x 12

cm. El aparato tiene incorporado un sistema localizador de imndgences capaz de ubicar la



posicion de los animales mediante ¢l registro del ndmero de veces que ¢l animal entra en un
cuadrante determinado.  Wang (1990) utilizd este procedimiento en perbil sometidos a la
oclusion bilateral simultinea de las arterias cardtidas comunes; realizd evatuaciones de 10
minutos al dfa durante 10 dfas consecutivos y seitala incrementos de la actividad locomotora
de los gerbil de casi el doble de los observados en sus controles, estos incrementos fueron
méximos a las 24 horas postoclusion disminuyendo progresivamente para estabilizarse al
séptimo dia del ensayo y estuvicron relacionados con dafios severos a nivel de las neuronas
hipocampales CA1.

Una modificacion a la sensibilidad del registro de las mediciones obtenidas con las
cajas de campo abierto son las cajas o cimaras de actividad fotocléetrica cuyo principio hisico
sigue sicndo ¢l poder determinar la actividad ambulatoria de los animales cn un drea
determinada.  En este caso el aparato posee un sistema de 8 rayos infrarrojos alineados de
manera horizontal en cada lado de la cimara, los cuales estin ubicados a 2.5 cm de distancia
del nivel del piso y separados entre si por la misma distancia, ademds cuenta con un
procesador central computarizado que realiza tabulaciones de los diversos patrones de
desplazamiento de los animales, lo que pennite comparar el patron de movimientos que
realizan los animales una vez inducida la isquemia con los obtenidos ¢n los ensayos de
acondicionamiento. En diversos estudios conductuales se ha reportado la utilidad de este
método, asi por cjemplo Mileson (1991) comunica un incremente, de hasta 3 veces, de las
distancias recorridas por los gerbil sometidos a [a oclusion temporal de las cacdtidas commies;

esta hiperactivadad fue mixima a las 24 horas postisquemia y se estabiliz6 al quinte dia de



las evaluaciones.  Del misnio modo a lo deserito por Wang (1990) estas alteraciones se
correlacionaron con dafios severos a nivel del hipocampo.

1. La evaluacidn neurologica clasificada en cuatro grades. La cual comprende una escala de
4 grados para jerarquizar los cambios conductuales motores que se generan posterior a la
nelusion del flujo sanguineo cevebral; asi tenemos que en el grado 0 (cero) se incluyen todos
los animales que estando sujetos por la cola extienden normalmente ambos miembros
anteriores hacia ¢l piso; el grado I implica los animales que flexionan el miembro anterior
contralateral al hewisferio cerebral injuriado, comprendiendo desde una flexion moderada de
la mufieca con adduccion del hombro y extension del codo a una postura severa con la
muifieca y ¢l codo totalmente flexionados y adducion con rotacion interna del hombro; el grado
2 involucra aquellos animales que al aplicarles una suave presion por detris de Ja articulacion
del hombro no ofrecen o estd disminuida la resistencia al empuje lateral y el miembro puede
ser desplazado sin dificultad; y en el grado 3 se encuentran aquellos animales que tomados
por la cola realizan movimientos en forma de circula y de manera consistente hacia el lado
parético. Este modelo ha sido utilizado en ratas con oclusion permanente de la arteria
cerebral media por coagulacion microbipolar (Bederson, 1986), sefialandv que la severidad
de las deficiencias neuroldgicas dependen de la ubicacién de a oclusion, observando que
cuando se ocluye la arteria cerebral media desde su origen hasta ¢l nivel de la vens cerebral
inferior se presentan deficiencias neuroldgicas severas caracterizadas por disturbios motores
que incluyen hemiparesis,

El modelo de 1a evaluacion del estado newroldgico de los animales comunicado por
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Menzies (1992) constituye una modificacion del procedimiento de evaluacion descrito por
Bederson (1986) donde se aprecia una escala de 5 grados de evaluacion; este dlimo sugiere
incluir en el grade 3 a aquellos animales que sujetos por la cola realicen movimientos
espontineos en todas direcciones realizdndolo en forma nonodireccional hacia ¢l lado parético
s6lo cuando se le aplica un suave jaldn de ta cola, mientras que el grado 4 incluye a los
animales que espontdncamente se desplazan con movimientos en forma de clrculo hacia ¢l
Iado parético. Este modelo también ha sido utifizado en ratas con canterizacion de fa arteria
cerebral media, coincidiendo con lo comunicado por Bederson (1986) de que Ia intensidad de
los trastornos neuroldgicos estd en funcién de la localizacion y extension de Ia oclusion,
aducienda gue la existencia de un grado 3 intermedio incrementa la suceptibilidad de la
técnica para predeciv et tamaiio del drea de infarto.

¢, La baterfa sensorimotora (Green, 1992; Markgraf, 1994). Este procedimiento implica ta
valoracion de los trastornos conductuales y neuroldgicas inducidos por la isquemia cerebral
mediante fa combinacién de una serie de ensayos que han sido utilizados en forma scﬁamda
por algunos investigadores, En peneral comprende:

L. Evaluacién de los reflejos posturales, ¢l cual consiste en mantencr al animal snspendido
por 1a cola a 1 metro sobre ¢l nivel del piso para observar e primer término la posicidn de
los miembros anteriores. Aquellos animales que extienden normalmente ambos micnibros
anteriores hacia el piso son clasificados en el grado cero.  Se consideran compattamientos
anormales si se obscrva flexion de los miembros o romcidn del cuerpo, y en tal caso se

procede a colocar el animal sobre una superficie suave de papel o plistico que pueda ser
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agarrada por las manos del animal, y en esta posicion se le aplica una ligera presion por
detris de la articulacion de los hombros para tratar de desplazar los miembros anteriores hacia
adelante.  Si el animal ofrece resistencia al destizamiento se clasifica como grado 1, si por
el contrario no se resiste se cataloga conto grado 2,

2. Evaluacién de la integracidn sensorial-motora, Consiste en evaluar la manera como los
animales colocan sus miembros anteriores en respuesta a tres tipos de estimulos (visual, tictit
y propioceptiva). Para la respuesta al estimulo visuat ¢ animal es suspendido a 10 ¢m sobre
cl nivel de la superficie de una miesa, permitiéndole el libre movimiento de sus miembros
anteriores; si ¢l animal estd normal extenderd ambos miembros para tratar de alcanzar su
superficie. La evaluacién al estfmulo tictil se realiza permiticndo un ligero contacto de la
superficie dorsal y lateral del miembro del animal con el borde de la mesa, Los animales
normales responden colocando su miembro sobre la superficie de 1a mesa en forma inmediata,
mientras que en los lesionados 1a respuesta es lenta o no se presenta. Ln el caso de h
evaluacion al estimulo propioceptivo se empuja el miembro anterior del animal contra-el
borde de la mesa a fin de provocar la estimulacién muscular, observindose que si el animal
no estd lesionado colocard inmediatamente su miembro sobre la mesa, o en ¢aso contrario
permitird la presion. Pars cada prucba Ia calificacion se hace en escala del cero al dos; cero
si los animales responden al estimulo en forma inmediata y normal, 1 si 1a respuesta fue ligera
y demorada y 2 si no sc observa respuesta.  El total de puntos se obtiene de la sumatoria de
los obtenidos en cada ensayo.

3. Evaluacion de la fucrza muscular. Los animales son colocados en un biombo que se



encuentrt ubicado en posicion horizontal, para ser rotado a la posicién vertical en un tiempo
de dos segundos. Los animales son evaluados durante 5 segundos para determinar su
permanencia en el aparato, Los animales normales se sujetaran al biombo durante los 5
segundos de Ia prueba; si el animal se desliza pero no se cae recibird una calificacion de 0.5
puntos; si se cac dentro de tos 5 segundos del ensayo su calificacion serd de | punto, y si cac
inmediatamente obtendrd 2 puitos.

4. Evaluacion de las fallas en ef desplazamiento. Esta prucha consiste en hacer cauminar a los
animales sobre una rejilla de 30 cm? que se encuentra  suspendida por un perfodo de 2
minutos. Se considera como falla cada vez que el animal introduce algunos de sus miembros
en las aberturas de la rejilla y el nimero total de fallas se expresa como un porcentaje del
total de ndmero de pisadas.

5. Prucba del laberinto en agua. El aparato de laberinto consiste de una piscina redonda (122
em de didmetro y 60 em de profundidad) dividida en euatro cuadrantes que representan los
puntos de entrada a la misma. Para la realizacién de la prueba Fa piscina se tena con agua
turbia, por la adicion de pintura blanca, a 21°Cy se le coloca una plataforma redonda a 2 cm
por debajo de la superlicie del agua; se introduce el animal, seleccionando una de las puertas
por cada c¢nsayo, y sus movimientos son registrados y analizados por un sistema
microcomputarizado.  Se calcula la latencia del animal para alcanzar la plataforma en
segundos asi como fa fongitud recorrida en em y se estima el promedio de la rapidez del
nado.

d. Evaluacidn por el perfil neurofarmacoldgico (Irwin, 1964). Lste método se fundanienta
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en la observacion y manipulacion de los animales en forma directa 'y sistemitica, lo que
petmite cuantificar, en grados, la intensidad de los efectos deb ataque isquémico sobre los
patrones conductuales, neurolgicos y autondmicos normales. Entre los pardmetros a valorar
se encuentran:  la actividad espontdnea y exploratoria, el estado de alerta, estereatipia,
coordinacién motora, pasividad, excitabilidad motora al manejo, catatwnia, catalepsia, tono

y fuerza muscular, temperatura corporal apertura palpehral y didgmetro pupilar entre otros.

L5, Mecanismos farmacolégicos de neuraproteccion.

El objetivo terapéutico tras un accidente cerebrovascular consiste bdsicamente en
reducir al mfnimo las alteraciones secundarias que se suceden; dicho objetivo persigue
proteger ¢l parénquima cerebral normal ¢ isquémico de una serie de procesos patoldgicos
iniciales o recidivantes, asi como de los efectos sccundarios del ataque en si; por ¢jemplo,
compresidén cerebral por hemorragia o edema intracrancal. Durante las dltimas décadas los
efectos neuroprotectares de diversos farmacos han sido objeto de numierosas investigaciones.,

El efecto protector se ha logrado a través de diversos mecanismos,

L5.1. Blogueadores de canales de calcio,

Los antagonistas de los canales de calcio activados por voltaje, del tipo de las
dibidropiridinas, actian sobre las canales tipo L con poca actividad sobre los canales N y T
La nimodipina es uno de los firmacos ms estudiados dentro de este grupo y se ha encontrado

que produce efectos selectivos sobre los vasos sangufneos cercbrales a dosis insuficientes para
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afectar Ja presion sanguinea artevial sistémica (Kazda, 1982). Los cfectos benéficos de la
nimodipina sobre el flujo sanguineo cercbral han sido medidos en varios modelos de isquemia
global (Steen, 1984) y focal (Moliamed, 1985), mismos que han sido atributdos 4 la accién
vasodilatadora del firmaco. No obstante, Spedding (1985) seiala la existencia de sitios de
unioén especificos a dibidropiridinas, representados por canales de calcio tipo L, en neuronas
selectivamente vulnerables a los duiios postisquémicos como las CA, hipocampales y cortezit
cerebral, Asintismo, Nuglish (1990) y Welsh (1990) demostraron disminuciones en los dafios
celulares de neuronas CA, hipocmupales a los 7 dias postisqueniia en ratas pretratadas con
nimadipina, seftalando que tales efectos fucron independientes de su accion vasodilatadora,
sugiriendo que la proteceidn probablemente estuvo mediada por una accidn directa del
firmaco sobre las neuronas hipocampales, por medio del blogueo de los canales de calcio
dependientes de voltaje.

El efecto neuroprotector de Ia nimodipina también ha sido demostrado en modelos in
vitro de neurotoxicidad inducida por glutamato, observandose incrementos en 1a viabilidad de
las neuronas cultivadas cuando el firmaco fue aplicado posterior a la exposicin a glutamato
(Krieglstein, 1991). Adenuis Karler (1991) observa que el tratamiento con antagonistas de
calcio como el diltiazen, verapamil y wifedipina podia inhibir las convulsiones inducidas por
la activacion de receptores NMDA y kainato en ratones; indicando que los antagonistas de
calcio también podrian ser efectivos en la prevencion de las alteraciones causadas por la
actividad de aminodeidos excitatorios,

Ll perfil farmacologico de los antagonistas de calcio del tipo de las tenilalquilaminas,



como la fluparizina difiere de la nimodiping. [stos no son tan activos como las
dihidropiridinas para bloquear los canales de calcio tipo L bajo condiciones terapetiticas y se
sabe que reducen la concentracidn det calcio intracelutar porque inhiben Ia liberacion de ealeio
de los depositos intracefulares (Holines, 1984). Los efectos neuronales de este tipo de
farmacos han sido seitalados eh varios estudios, reportindose que fa flunarizina administrada
postisquémicamente reduce Ia necrosis neuronal en el hipocamipo en ratas (Deshipande, 1985).
Tales hallazgos fueron avalados por Beck (1988) quien demuestra que la neureprotecidn es
independiente del efecto vasodifatador det farmaco. Por otra parte, Takahashi (1991) sefiala
que ta flunarizina actda como un bloqueador de ta entrada de Na* y Ca** en las neuronas del
sistema nervioso centrat a través de canales de calcio tipo T; estos canales juegan un papel
importante debido a que contribuyen en la generacion de las ondas despolarizantes espontdneas
que repercuten en fa excitaci6n cerebral y en consecuencia podrian estar asociados a la
newrotoxicidad mediada por Cat* y liberacién de aminodcidos excitatorios.

Los antagonistas compelitivos de los receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA)
incluyen a una serie de andlogos estructurales det dcido L-glutdntico que poscen acciones
antagdnicas potentes al unitse a los sitios de fijacion que posee el dcido ghutdmico sobire sus
receptores ionotrdpicos NMDA.  En este grupo se encuentran tos compuestos APS, AP7,
APV y CPP entre oftros. Sin embargo, la eficacia farmacoldgica de muchas de estas
sustancias y sus derivados es limitada debido a su naturaleza hidrofilica, 1o cual hace
insuficiente su paso a través de la barrera hematoencefilica.

En cuanto a los amtagonistas no competitivos de los receptores NMDA, no interfieren
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con ef mismo sitio de unién dei deido glutdmico, sino con sitios de reconocimiento especificos
dentro del canal de cafeio activado o con sitios de unidn adyacentes, y por lo tanto modifican
la actividad del receptor de ghitamato y por ende el flujo idnico. Fenciclidina (PCP), es una
de las primeras sustancias caracterizadas dentro de este grupo, la cual se fija especificamente
a los sitios de unién a PCP (Fagg, 1987). Entre otras sustancias con afinidad por estos sitios
de unidn se ha senalado a la ketamina y la dizocilpina (Krieglistein, 1986). La accion
antagoutista sobire los receptores NMDA es dependiente de voltaje y disminuye con I
despolarizacion. Adicionalmente, esta clase de firmacos actvia dentro de porciones especificas
del canal de calcio operado por ef reeeptar, y sut union es dependiente de Iy frecuencia de
apertura del mismo; de tal modo que el desarrolio de la actividad antagonista se acelera por
la presencia del agonista, el cual induce fa activacin del canal (MacDonald, 1987). Todes
los compuestos eon afinidad sobre los sitios PCP son lo suficienteinente lipofiticos para
penctrar la barrera hematoencefilica en concentraciones farmacoldgicamente efectivas para
proporcionar actividad newroprotectora en varios modelos de isquemia/hipoxia cerebrat
(Goldberg, 1987; Swun, 1988; Ahlemeyer, 1989; Demerle-Patlardy, 1991; Gill, 1991;
Biclenberg, 1991). Pese a esto, también se ha comunicado que dichos firmacos no producen
ncuroproteccion (Wietoch, 1989; McDonald, 1990; Buchan, 1991).

Otro grupo de nntagonistas no competitivos de tos receptores NMDA estd representado
por alpunas sustancias que interaciian con el sitio de unidn que posee fa glicina sobre el
complejo receptor NMDA, entre éstos se encuentran los derivados del dcido kinurénico como

la cicloleucina, La inhibicidn competitiva de los sitios de wnion a Ja glicina reduce Ia

21



actividad de los canales de caleio operados por receptor y la vulnerabilidad neuronal (Patel,
1950: Gill, 1990). Desafortunadamente los antagonistas de glicina disponibles son sustancias
polares y, por lo tanto, su paso a través de la barrera hematoencefdlica es limitado.

El incremento en la coneentracion de glutamato observado en los estados de isquemia
cerebral produce degeneracion neuronal no sélo por la activacidn de reccptores NMDA, sino
también por la estimulacion de receptores no-NMDA (AMPA/quiscualato y kainato). En tal
sentido, Honoré (1988) ha desarrollado una serie de quinoxalinodionas, por ejemplo, CNQX
y DNQX, que antagonizan en forma competitiva a los receptores de glutamato sensibles a
AMPA y kainato, con efectos antagénicos moderados o débiles sobye los sitios de unidn 2 la
glicina, El compuesto NBQX, caracterizado por su alta afinidad sobre los receptores AMPA,
ha demostrado efectos ncuroprotectores en gerbils sometidos a 5 minutos de isquemia
cerebral, adn cuando el finnaco fue administrado 2 horas posierior a la reperfusion vascular
(Sheardown, 1990). Resultados comparables fucron obtenidos por Krieglstein (1991), quien
sefiala que el tratamiento postisquémico con NBQX reduce Ia degeneracién neuronal que-se
observa posterior a la isquemia global y focal en la rata. Como mecanismos de accién de
estos firmacos se ha propuesto que son capaces de inducir el blogueo del receptar fonatrépico
AMPA inhibiendo asi ¢l influjo de Na* a través del camal acoplado a este receptor y la
despolarizacidn consecuente y apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje, asf como
la activacion de los canales operados por receptor del tipp NMDA. De tal modo que ¢l
bloqueo del receptor AMPA reduce, indirectamente, el influjo de calcio via canales de caleio

operados por receptor y canales de calcio sensibles a voltaje,
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1,5.2. Antioxidantes y removedores de radicales de oxfgeno,

La efectividad de algunos compuestos sintéticos para prevenir los dafos celulares
inducidos por la generacion de radicales de oxigeno es una alternativa para el tratamiento de
los estados isquémicos ceretirales,  La dimetiltiourea, removedor de radicales hidroxilos, y
el alopurinol, inhibidor de la enzima xantina oxidasa, son los firmacos més estudiados dentro
de este grupo, y han demostrado actividad newroprotectora en diversos estudios de isquemia
cerebral, comunicindose ademds que son capaces de dissuinuir el dafio cerebral por reducir
el edema tisular y funcionar como quelante de metales wansitorios respectivamente (Manz,
1989; Williams, 1992; Araki, 1993; Kiyota, 1993).

Otra tipo de compuestos dentro de esta clasificacidn son los 21 aminoesteroides, los
cuales han sido desarrollados para el tratamiento de lesiones tipo traumiticas y/o procesos de
isquentia cerebral.  Su mecanisio de accion copsiste en fa inhibicion de la peroxidacién de
lipidos dada su localizacion especifica dentro de las membranas celulares.  Las primeras
evidencias expetimentales de los cfectos neuropratectores de este tipo de fnmacos, en
particular U-74006 F fucron comunicadas por Hall (1990) quien reporta que el fiarmaco es
efectivo para atenuar Jos dafos tisulares postisquémicos, particularmente en modefos de
isquemia focal con reperfusién. In modelos de isquemia global los resultados han sido
contradictorios, encontrando mayor efectividad de fa sustancia en gerbil y perros que en ratas.
Ademis de sn mecanismo de proteccion a nivel de las membranas celulares, estos fanmnacos
contribuyen e¢n el mantenimiento de los procesos celulares responsables de revertir fa

acumulacién del caleio intracelufar que se induce por la isquemia cerebral; efectos que son
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independientes de los cambios en el Nujo sanpuineo cerebral,  Por otra parte, los 21
aminoesteroides atendan fa liberacion de radicales libres de los leucocitos actividos, y

estabilizan los efectos sobre membranas celulares lesionadus,

1.5.3. Inhibicidn de la excitacion postsindptica.
a. Agonistas serotanérgicos SHT,.

La estimulacion de los receptores serotonérgicos,, (SITF,,) contribuye a dar
neuroproteccion debido a que producen hiperpolarizacién de la membrana neuronal por un
incremento en fa conductancia al K*.  La entrada de potasio a I neurona causa su
hiperpolarizacion asociada con una disminucion en la resistencia de entrada, permitiendo en
consecuencia un increntento cn el umbral de disparo y fa menor posibilidad de descarga de
la célula neuronal. También se ha comunicado que el efecto protector de este tipo de
firmacos obedece a un mecanismo de control de la liberacion de ta serotonina que se observa
durante I isquemia por Ia estimulacion de autorreceptores de las neuronas del nicieo dorsal
del rafé; fos cuerpos celulares de estas neuronas se proyectan a la neocorteza e hipocampo,
de tal modo que su activacion disminuye fa liberacion del nenrotransmisor y por ende la
posibilidad de sus efectos excitatorios inducidos por la activacién de otros tipos de receptores
como los SHT,. Asf los agonistas SHT,, inducen neuroproteccion sobre regiones corticales
posterior a la isquemiia cerebral focal aunque a densidad de este tipo de receptores es baja
en la neocorteza.

A fa fecha varios agonistas SHT,, han sido evaluados por su actividad nearoprotectora
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en modelos expermentales de isquemia cerebral, encontrindose  efectos bencficos,
Bielenberg (1990) argumentd que tal mecanismo podria proveer un nuevo principio
terapéitico para el tratamiento de Ja isquemia cerebral comunicando resuitados gue
demuestran que los agonistas 5HT,,, 8-OU-DPAT, buspirena, gepivana e ipsapirona poseen
actividad nevroprotectora, ya que reducen significativamente el tamajio del drea del infarto
que se genera en a isquemia cerebral focal de ratas y ratones. Bode-Greuel (1990) report6
que ipsapirona y BAYR 1531 (6-methoxy-4 di-n-propylamino-1,3,4,5 tetrabydrobenz (c. d)
indole) producen neuroproteccian en un modelo de isquemia cerebral global en gerbil.

Prehn (1991) en un estudia para valorar Jas propiedades neuropratectoras de varios
agonistas SHT,, en modelos de isquenia cerebral focal y glabal, comunico que los agonistas
CM57493 y urapidil ofrecicron efectos protectorus en el mismo orden de magnitud que los
producidos por los antagonistas de los receptores NMDA 'y fencieliding, en ¢l mudelo de
isquemia cerebral focal permanente en ratones, mientras que fa neuroproteccion obscrvada con
¢l CM57493 fue confirmada tanto en modelos de isquemia focal permanente como tempora
en ratas. Por ofra parte, Prehn (1993) comunica que fos agonistas SHT), fucron capaces de
reducir Ias lesiones tisulares observadas en la neocorteza de ratones con isquemia focal |
permanente.  Asimisino, Piera (1995) indica que el 8-OH-DPAT (1 y 3 mg/kg ip) protege
significativantente Ja zona CAI hipocampal de gerbit sometidos a isquémia global iemporal.
b. Agonistas de los receptores de adenosina (A,).

La activacion de los receptores de adenosina (A;) reduce el influjo de calcio neuronal

por limitar fa despolarizacion de las membranas celulares y en cansecueneia reducen la

25



apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje.  Astnrismo se ha observado que la
adenosina ¢s capaz de controlar ¢l infhyjo de caleio mediado por la activacion de los
receptores NMDA (Fredhiolm, 1988). Este efecto estabilizante de membranas previcne los
eventos secundarios de 1 activacion patoldgica de fos canales de cateio operados por receplor,

De manera similar  la serotoning, fa adenosina produce I hiperpotarizacién de la
membrana neuronal debido a un in.cremcnto en la conductancia al K* previniendo, cn
consecuencia, 1a descarga celular y fa generacion de los daios, Ademds la adenosina activa
una conductancia al CIy, Ia cual es dependiente de voltaje facilitando la salida del anion
acumulado a nivel intracelular y en consecuencia e efecto estabifizante de membranas
(Mager, 1990). ‘También se ha sugerido que Is modulacion de tas conductancias al potasio
y ¢loro activadas por la adenosina estin acopladas a protefnas G y sujetas a regulacion
metabolica (Wasserkort, 1991). Una de las sustancias wds estudiadas dentro de este campo
¢s la vimpoceting, la cual ha demostrado efectos benéficos en una serie de enfermedades
cerebrovasculares que se acompaiian con hipoxia ¢ isquemia (Otomo, 1985). En varios
modelos de isquemia cercbral dicha sustancia ha demostrado reducciones en el tamaiio del
drea de infarto; asf por ejemplo la administraci6n intraperitoneal de la vimpocetina ofrecio
proteccion de las neuronas hipocampales contra fos dafos isquémicos en ratas con oclusion
bilateral simultdnea de lis arterias carGtidas comunes en combinacién con hipotension
(Rischke, 1991),

Los efectos neuroprotectores del preteatamiento con propentofilina (HWA é85) sobre

Ias neuronas hiipocampales también han sido demostrados en modelos de isquemia cerebral
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en gerbil (Deleo, 1987), este compuesto inhibe el recambio de adenosina incrementando su
concentracion extracelular (Fredholm, 1986); ademds se ha observado que Ia propentofilina
es capaz de reducir la concentracion extracelular de glutamato y reduce la adhesion
plaquetaria a las paredes de los vasos sangufneos cerebrales facilitando el flujo sanguineo
(Hagberp, 1990).
¢. Antagonistas serotonérgicos SIIT,.

Estudios neurofisiolgicos sugieren que la activacion de los receptores serotonérgicos
SHT, pueden mediar la accién excitatoria de la serotonina sobre las neuronas centrales; la
aclivacion de este tipo de receptores induce el cierre de Jos canales de K* (North, 1989), lo
cual contribuye a la despolarizacién de la membrana celular con el consecuente jncremento
de Ia excitabilidad neuronal. Las evidencias demuestran que las concentraciones elevadas de
serotonina despolariza neuronas motoras por la activacion de receptores SHT, (White, 1983);
la aplicacion iontoforética o tdpica de serotonina en rebanadas de neocorteza de gatos indujo
la potenciacidn de Ia actividad de aminodcidos excitatorios (Nedergaard, 1987). Estos
resultados sugicren que el efecto protector de los antagonistas SHT, podrfa involucrar la
reduccién de los procesos excitotdxicos inducidos por glataniato. Sin embargo, la distribucion
de Jos receptores SHT, en el hipocampo de ratas, tal como en el humano, indica que la
densidad de éstos es relativamente baja en las células CA1 hipocampales en comparacion con
la corteza (Hoyer, 1986), lo que disminuye Ia probabilidad de que los efectos benéficos de
los antagonistas SHT, estén mediados por su accién directa sobre neuronas CAL

[nteresantemente, la corteza entorrinal posee concentraciones mayores de los receptores SHT,,
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y dado que fa principal aferencia excitatoria del hipocampo proviene de la corteza entorrinal
se¢ ha propuesto que T ritansering, ketanserina, naftidroturyl y emopamil ejercen sus efectos
neuroprotectores por depresion de Jas eferentes excitmorias de Ja corteza  entorrinal
(Nakayama, 1988; Fujikura, 1989).  Ademds de sus actividades neuromoduladoras Ja
serotoniita es un vasoconstrictor potente; Uebido a este efecto su liberacion durante el praceso
isquémico disminuye et flujo sanguineo cerebral incrementando los dafos nenronales, DSOS
que se acentian ¢n el proceso de reperfusion sangufnea dehido a daios en el endotelio
vascular. Estos efectos vasoconstrictores de la serotonina estdn mediados por fa activacion
de los receptores SHT, (Wiernsperger, 1990), en tal senlido se ha sugerida que ¢l efecto
protector de la ritanserina involucra el bloqueo de los receptores SHT, localizados en fos
vasos sangufneos cerebrales lo que aterwda la reduccion del flujo sanguineo indueida por fa
misma liberacion de fa serotonina en el proceso isquémico.  En apoyo a esta hipdtesis,
también se ha demostrado que la ketanserina previene la disminucion det flujo sanguineo que

se observa en dreas corticales remotas al infarto trombdtico (Dietrich, 1989).

1.6.  Distribucién y funciones de los receptores SHT,, en ¢l encéfalo de los mamiferos.

Los receptores SHT,, se¢ encuentran ubicados en diversas dreas cerebrales de las
especies mamiferss, incluyendo at hombre, particularmente a nivel de Ia formacion
hipocampal (CA1 - CA3, giro dentado, corteza entarrinal, micleo dorsal del rafé y nicleo
septal fateral) (Hoyer, 1986; Pazos, 1987; Radja, 1991). Estas regiones, en su mayaria, son

componentes del sistema lmbico o que sugiere que la modulacién de fos mecairismos



emocionales podria estar dada por este tipo de reeeptores (Iversen, 1984).  Asimismo, la
presencia de los receptores SHT,, en el micleo dorsal del ralé indica que la serotonina cs
capaz de modular la actividad de neuronas serotonérgicas.  La expresion de los receptores
SHT,, también se ha sefialwdo en la peocorteza, el hipotdlamo y la sustancia gelatinosa del
cordén espinal (Pompeiano, 1992), lo que sugiere su participacion en las funciones del
hipotdlamo, en la regulacidn de la propiocepeién, y en las unciones integrativas de la
neocorteza.  La localizacion del mRNA y protefnas que codilican pava la expresion de los
receptores SHT,, sugicren su expresién a nivel somatodendritico, méds que sobre 1a terminal
axonica; esta localizacion ha sido confirmada en el micleo dorsal del rafé por Sotelo (1990),
quien demuestra su ubicacion sobre ¢l pericarion y las dendritas neuronales, jo cual guarda
relacion con los estudios electrofisiol6gicos de Vandermaelet (1986) que denuestran que estos
receptores cstin involucrados en la inltibicidn del disparo neuronal. La destruccion de los
cuerpos celulares de neuronas serotonérgicas con la neurotoxina 5,7- dihidroxitriptamina o
lesiones electroliticas indica la ubicacidn presindptica del receptor (Vergé, 1986). Sin
embargo, en otras dreas cercbrales incluyendo la neocorteza y el hipocampo no se observaron
alteraciones de los sitios receptores. La interpretacién més conservadora de estos resultados
es que la densidad de receptores SHT,, presindpticos probablemente es baja en ciertas
regiones cerebrales, lo cual se avala con los efectos lesivos observados en células blanco de
dreas como el hipocampoy; en esta dltima la inyeccion del dcido kainico produce degeneracion
selectiva de células piramidaies e interncuronas con pérdida de los receptores SHT,,, lo cual

es indicativo de una localizacion predominantemente postsindptica de los receptores SHT, cn



esa drea (Hall, 1985). Sin embargo, Palacios (1989) refiere que la lesion de la fimbria (via
que conecta el septun con el hipocampo), o la destruccidn electrolitica del septun produce
cambios en los sitios de union serotonérpicos;, @ nivel del hipocampo.  Por ot parte, la
dismiinucion de Ia densidad de los receptores SHT . en el hipocampo de pacientes con
Alzheimer se relaciond con la pérdida de células piramidales; estas evidencias sugicren que

los receptores SEET,, en el hipocampo presentan localizacion postsindptica (Cross, 1985).

L7.  Farmacologla de los agonistas SHT,, (8-OH-DPAT, indorrenato y buspirona).

La caracterizacion farmacoldgica de los compuestos que inducen respucstas mediadas
por Ia activacién de receptores SHT,, a nivel del sistema nervioso central, estd fundamentada
en ¢l empleo de una diversidad de modelos experimentales; entre éstos se ha seialado la
induccion del stndrome conductual serotonérgico (Trickleban, 1985). Este sindrome puede
ser inducido ¢n ratas por tratamientos que incrementan los niveles sindpticos de SHT o por
.alguuas fdrmacos que estimulan directamente a los receptores SHT),; ademds, pueden ser
bloqueado por una variedad de antagonistas SHT,. En cl andlisis del sindrome serotonérgico,
Smith (1986) refiere difcrentes perfiles dentro del grupo de los agonistas SHT,,, sefialando
que el 8-OH-DPAT y 5-Me ODMT inducen todos sus sintomas (posicion corporal plana o
aplastada, pisadas con apoyo mutuo de los miembros anteriores, movimientos corporales de
lado a lado, periodos de temblores musculares, abduceion de los miembros pasteriares y cala
levantada tipo straub), mientras que Ia buspitona sélo produce la abduccién de los miembros

posteriores, coln tipo straub y la posicién corporal plana; derivanda de su estudio que tanto
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¢l 8-OH-DPAT como el 5-Me ODMT pueden ser considerados como agonistas totales.
Ademis, Lucki (1992) comunica que la administracion de dosis bajas del 8-OH-DPAT induce
el sindrome conductual, mismo que fue antagonizado por los compuestos BMY 7378, NAN
190 y espiperona, asi como por los antagonistas £-adrenérgicos camo el pindolol o alprenolol.
En un ensayo sobre los efectos conductuales del indorrenato, en ratas Wistar, se demostro que
dicho compuesto cs capaz de inducir los misnios componentes del sindrame seratonérgico 4
dosis mds altas que las requeridas con el 8-OH-DPAT y 5-Me ODMT (ffernandez-Guasti,
1990), to que sugiere que ¢l indosrenato también podrfa ser considerndo como un agonista
total de los receptores SHT .

La valoracidn de las propiedades ansioliticas y antidepresivas de los firmacos es otro
paradigma utilizado para la caracterizacién de la actividad agonista de algunos Firmacos sobre
los receptores SHT),. Diversas lfneas de investigacion hin demostrado que algunos agonistas
de los recetores SHT),, poseen propiedades ansioliticas (Broekkamp, 1989). Sin embargo,
esos resultados han sido controversiales debido principalmente a variaciones observadas en
la accién ansiolftica de esos agonistas, lo cual obedece al modelo de antiansiedad utilizado,
las especies de animales ocupadas, la falta de antagonistas selectivos para determinar ¢l o los
receptores involucrados en la actividad ansiolftca de los firmacos, entre otras. Con relacién
al primer punto se ha reportado que el 8-OH-DPAT, indorrenato y'buspiron:\ (Hoyer, 1985)
Figuras 1, 2, 3 producen respuestas antiansiedad miedidas por Ia evalwacion de la conducta
de entierro de los animales (Fernandez-Guasti, 1992), conducta exploratoria (Fernandez-

Guasti, 1990) y conflicto de vogel (Eison, 1982). Sin embargo, las disminuciones o falta de



1os efectos también han sido seialadas (Petlow, 1987; Critchley, 1987). En cuanto al segundo
punto se ha comunicado que la buspirona produce efectos ansioliticos en pichones de palons
(Wilkin, 1986) y efectos menores en roedores,  Por otra parte, mientras gue algunos autores
1m0 han podido demostrar ¢l bloqueo de fas propicdades ansioliticas de los firmacas con
antagonistas SHT Fetnandez-Guasti (1990) presenta evidencias que demuestran el antigonismo
dado por algunos beta-5H'T antagonistas.

Otro pardmetro propuesto para estudiar fa activacion de los receptores SHT,, es la
respuesta hipotérmica a Ia administracion de algunos compuestos.  Varios agonistas
serotonérgicos 1A inducen hipotermia, incluyendo al 8-OH-DPAT, buspiroma, gepivona ¢
ipsapirona (Koenig, 1988), csta respuesta puede ser bloqueada por antagonistas SHT,, y hiasta
¢l presente existen desacuerdos sobre si la hipotermia inducida por la activacion SHT,, esta
mediada por receptores pre o postsindpticos (Hillegaart, 1991; O'Connelt, 1992).

Las respuestas al 8-OH-DPAT sobre el sistema cardiovascular también han sido
comunicadas, seialando que este farmaco disminuye Ja presion sangufnen y la frecuencia
cardfaca de ratas hipertensas y normotensas; efectos que fueron atribuidos a la estimulacion
de receptores SHT,, a nivel del sistema nervioso central.  Kubo (1995) refiere que la
administracion  sistémica del 8-OH-DPAT puede actuar dircetamente sobre peuromis
simpatoexcitatorias localizadas a nivel de Ia superficic ventrolateral rostral de la médula
(RVLM) causando sus efectos hipotensores en la rata, La microinyeccion del 8-OH-DPAT
y buspirona en la RVIM produjo disminuciones en la presién sanguinea en forma dosis

dependiente; efecto antagonizado, en ef caso del 8-OH-DPAT, por pindolol y espiperona. Por
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su parte  la aplicacion  microjontoforética  del  8-OH-DPAT  sobre las  ncuronas
simpatoexcitatorias de RVLM inhibio el disparo neuronal; y esta inhibicion de ta actividad
unitaria fue bloqueada por fa microiontoforesis de espiperona.  Estas evidencias sugieren que
el 8-OIL-DPAT podria cjercer parte de sus efectos hipotensores a través de fa inhibicion
directa de neuronas simpatoexcitatorias a nivel de la RVLM por la estimulaciion de receptores
SHT, .

Los efectos cardiovasculares del indorrenato también han sido reportados (Hong,
1981), comunicando que dicha sustancia es capaz de disminuir Ja presién sanguinea arterial,
Ia frecuencia cardiaca y Ia respuesta a Ja oclusidn de Ia arteria cardtida de manera similar a
los efectos descritos para la serotoninma. La observacién de que con la administracién
intracercbroventricular  de  dosis pequeias  del indorrenato  se  obtuvieron efectos
cardiovasculares similarcs a los obtenidos con dosis mds altas administradas por via oral o
parenteral ha sugerido que tales efectos estan mediados o través del sistema nervioso central
(Hong, 1987),

Aunque la conducta sexual masculina no puede ser considerada cono un paradigma
para el estudio de nuevos agonistas serotonérgicos, debido a la complejidad de sus
caracterfsticas, Fernandez-Guasti (1990) refiere que varios agonistas SHT,, incluyendo af 8-
OH-DPAT, 5 Me ODMT e ipsapirona poseen la particularidad de estimulnr la conducta
copulatoria por reducir ¢l nimero de intromisiones precedentes a la eyaculacion, sefialando
ademds que el indorrenato también estimula fa conducta sexual masculina de manera simitar

a otros agonistas SHT,, to cual podrfa sugerir que ¢l ninero de intromisiones precedentes
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a la eyaculacion estd regulado por la estimulacion de receptores SHT,,
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1.8, Planteamiento del problema, hipdtesis de trabajo y objetivos del estudio.

Bl andlisis de L iteeaura reveld que el empleo de raones en el estudio de la
fisiopatologin y de los mecanismos de tratamiento de fa isquemia cevebral ha sido muy
limitado, los modelos experimentales documentados a la fecha reficren, en su mayoria, el uso
de ratas y gerbil aplicando diversas téenicas para generar la isquemia ya sea en forma focal
o global.  Sin cmbargo, la informacion acumulada demuesira que dentro de los
procedimientos wtilizados para inducic la isquemia cerebral na se ha explorado las
potencialidades del corte secuencial bilateral de las arterias cardtidas comunes coma una
alternativa experimental; tampoco se ha contemplado {a utilidad del fndice acumuiado de
mortalidad como un parfmetro para estimar fa letalidad provocada por el proceso isquémico,
asi como para valorar los inecanismos que de alguna ntanera incrententan o disntinuyen la
severidad del mismo, Por otro lado no se ha estudiado el efecto pratector del indorrenato,
un agonista de los receptores SHT), de reciente desarrollo, eu el tratamiento de la isquemia
cerebral.  Un efecto de esta naturaleza implicaria su utilidad potencial a nivel clinico. Por
todo lo anterior, se plantearon las hipdtesis y objetivos de trabajo que dieron fugar a esta
tesis,

a. Hipébtesis.

La informacidn disponible sobre el tema permite suponer que:

1. La isquemia cerebral producida por el corte secuencial de Jas arterias cartidas comunes
podrfa ser un modelo potencialmente til en el estudie de finnacos neuroprolectores.

2. El indice acumulado de mortalidad es un pardmetro iitil para estimar la letalidad provocada
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por la isquemia cerebral y para el estudio de los mecanismos que aceleran o disminuyen ¢l
desarrollo del proceso isquémicy.
3. Los agonistas serotonérgicos SHT,, disminuyen las alteraciones conductuales y
neurologicas, y el indice acmuulado de mortalidad de ratones con corte secuencial de las
arterias cardtidas comunes,
b. Objetivos.

Los objetivos principales de estas investigaciones fueron:
1. Determinar si ¢l corte secuencial bilateral de las arterias cardtidas comunes cn ratones es
un modelo atil para ¢l estudio de firmacos neuroprotectores,
2. Explorar la utilidad del indice acumulado de mortalidad como un pardmetro para estimar
la letafidad provocada por la isquemia cerebral, asf conio para valorar los mecanismos que
de alguna manera incrementan o disminuyen la severidad del atague isquéinico.
3. Establecer fa eficacia de los agonistas SHT), 8-OH-DPAT, buspirona ¢ indorrenato para
reducir las afteraciones conductuales y neuroldgicas y ef fndice acumulado de mortalidad de

ratones sometidos a corte secuencial de las cardtidas comunes.
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1. MATERIALES Y METODOS
1. Animales

Se utilizaron ratones machos, adultos, con un peso entre 20-30 g provenientes de fa
cepa del Bioterio de la Facultad de Medicina de fa Universidad Nacionial Autonoma de
México (obtenidos originaintente de la cepa Taconic).

Los animales fiteron cotocados en sus jaulas, dos por caja, mantenidos en condiciones
ambientales constantes (temperatura de 22:4:1°C y humedad relativa de 55:£3%); un ciclo
automatizado de fuz-oscuridad de 12x12 horas (8 AM a 8 PM) y hibre acceso al agua y
alimento.  En todos los casas se permitié Ja aclimatacion de los ratones a las condiciones
ambientales por un perfodo de 1 semana previo a la realizacion de fos experimentos. Los
animales se mantuvieron cn ayuno por 12 haras antes de cada intervencion quirdrgica, con

libre acceso al agua,

2. Ensayos preliminares.

Como primer grupo de expetimentos piloto se readizd Ia ligadura y corte unilateral de
Ia arteria cardtida primitiva. Se empled un total de 80 ratones, fos cuates fueron divididos
al azar en 4 grupos de 20 animales cada uno. Fos ratones fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (47 mg/kg ip), colocados en posicidn supina y se realizd uny incisidn,
bajo microscopia estereoscdpica, a nivel del tercio anterior de Ia lfuca media cervical ventral
a objeto de exponer las arterias cardtidas comunes, mismas que fueron separadas

cuidadosamente del tronco vagn simpitico. A continuacitn se efectud la {igadura y corte de
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la arteria cardtida connin derecha o izquierda a lotes de 20 ratones respectivamente.  Fueron
considerados comao controles & un grupo de igual mimero de animales a tos que se sometia
al mismo procedimiento excepto la ligadura y corte.  Una vez terminada la cirugia los
animales fueron colocados en unas cajas para la recuperacion postanestésica, aproximadamente
I hora, y posteriormente se procedid a la evaluacién de los trastornos conductuales y
neurelgicos mediante el modelo de Irwin (1964).

En un segundo grupo de ensayos preliminares se realizd la oclusion bilateral temporat
de las arterias cardtidas comunes a un lote de 10 ratones. Previa exposicidn de las cardtidas
comunes, de acuerdo al método descrito, se procedio a reatizar el pinzamiento simultineo de
dichos vasos por 4 minutos. Al término de este ticmpo, las arterias {ueron liberadas
verificdndose la reperfusion sanguinea; finalmente la incision fue suturada y una hora despuds
se procedid a la evaluacion conductual de los animales.

Como tercer grupo de ensayos se cfectud la ligadura y corte unilateral de la arteria
cartida primitiva mds la oclusién temporal de la arteria carétida contratateral. Enun grupo
de 20 ratones se realizd la ligadura y corte de la arteria cardttda comin derecha més el
pinzamiento de su homéloga contralateral por 4 minutos. Igual nimero de ratones fue
sometido al proceso inversu, y en ambos casos, se considerd como controles al misino nimero
de animales sin la ligadura y pinzamiento. Terminada la cirugfa los ratones fueron retornados
a sus jaulas y una hora postisquernia se procedid a Ia evaluacion de los trastornos conductuales
y neuroldgicos (Irwin, 1964).

El cuarto grupo de ensayos preliminares consistié en realizar Ia oclusion bilateral
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permanente de las arterias cardtidas comunes en forma simultdnea. A tal efecto, se emplearon
25 ratones, los cuales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (47 mg/kg ip), y bajo
microscopia se realizd fa ligadura y corte bilateral de fas arterias cardtidas comunes en forma
simultinea.  El grupo control reeibio el mismo tratamiento excepto Ia lgadura y corte.
Finalmente, en una quinta serie de experimentas piloto se procedié a realizar ¢l corte
bilateral secuencial de las arterias cardtidas comunes.  Se empled un fote de 150 animales
divididos al azar en 6 grupos de 25 animales cada uno.  En un primer grupo de 25 ratones
se procedid a realizar ia ligadura y corte de la cardtida comin izquierda. 15 dias después se
hizo el mismo procedimiento a fa cardtida contralateral observindose, en cada caso los
trastornos conductuales y alteraciones neurolégicas asf como el tiempo de muerte.  En otras
dos series de experimentos, utilizando igual mimero de animales, se efectud ¢l corte
secuencial de fas cardtidas comunes jncrementando el perfodo entre ambas cirugias, a 24 y
32 dfas respectivamente. La mortalidad de los ratones fue observada continuamente durante
8 dias y los trastornos conductuales y alteraciones neuroldgicas se determiuaron con el modelo

de Irwin (1964).

3. Ll corte secuencial de las arterias cardtidas comunes.

Se utilizé un lote de 70 ratones y, en una primera etapa, se procedié a realizar la
ligadura y corte de Ia arteria cardtida connin izquierda. Treinta y dos dfas después se hizo
Ia ligadura y corte de la arteria cardtida contralateral (tiempo cero). Una vez terminada fa

segunda cirugfa, los animales fucron observados continnamente y en cada caso se evaluaron
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los trastornos conductuales y alteraciones neuroldgicas (Irwin, 1964), deternindndose ademds
el tiempo de muerte.  Con el nimero de muertes ocurridas fue posible caleular ¢l indice
acumulado de mortalidad en un periodo de 24 horas y 8 dfas.  El intervalo de 32 difas entre
la ligadura y corte de ambas arterias cardtidas comunes fue seleceionado para facilitar una
méxima funcionalidad del flujo sanguineo colateral al cerebro asf como la posibilidad de una
neoformacion vascular (Coyle, 1984; Lehman, 1991) que pennitan prolongar ¢l ticmpo de
sobrevida de los animales dando asi un margen conveniente que permita evaluar el patrén de

alteraciones que s¢ generan,

4, Efectos de los agonistas serotonérgicos SHT;, 8-OH-DPAT, buspirona e indorrenato
sobre los trastornos conductuales y neurolégicos e (ndice acumulado de mortalidad de
ratoties sometidos a corte secuencial de las arterias cardtidas comuues,

Se utilizd un total de 384 animales, los cuales fueron divididos al azar en 16 grupos
de 24 ratones cada uno. Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sédico (47 mg/kg
ip), colocados en posicién supina y se realizé, bajo microscopla, una incision a nivel del
tercio anterior de la linea media cervical ventral, en relacién a la laringe para exponer la
arteria cardtida comdn izquierda, misma que fue cuidadosamente separada del tronco vago-
simpdtico. Excepto en el grupo de animales controles, dicho vaso fue ligado y cartado y
finahnente la incisién fue suturada. Los animales fueron colocados en unas cajas para la
recuperacién postanestésica, aproximadamente 1 hora, con una temperatwra de 37°C y

posteriormente retornados a sus jaulas. Treinta y dos dias después se probaron fos efectos
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neuroprotectores del 8-OH-DPAT « las dosis de 1, 3.1 y 10 mg/kg; buspirona 3.1, 10 y 31
mg/kg ¢ indorrenato 0.31, 1, 3.1 y 10 mg/kg; inyectados por via intraperitoneal 30 minutos
antes de ser reanestesiados; el grupo control recibio solucion salina.  La arteria cardtida
comtn derecha fue expuesta, y excepto en el grupo control, ligada y cortada (ticempo cero).

La evaluacién conductual de los ratones se malizé a las 2, 24 horas y 8 dias
posteriores a la segunda cirugfa (Irwin, 1964), y la letalidad fue observada continwamente por
un perfode de 24 horas y después cada 24 hovas durante 8 dias, Conel ndmero de mucrtes

ocurridas se calculé el (ndice acumulado de mortalidad en 24 horas y 8 dias.

5. Fdrmacos.

El pentobarbital sédico fue obtenido de Smith Kline Beecham Farmacéutica México,
D.F. Bl 8-QH-DPAT y buspirona fueron adquiridos de Rescarch Biochemical Wayland Ma,
USA: y el indorrenato fue gentilmente donado por el Dr. Enrique Hong {Unidad Terapéutica
Experimental CINVESTAV-IPN México, D.F.). En todos los casos Jas diluciones fucron
preparadas (solucién salina 0.9%) de tal forma que el volumen inyectado fuera siempre 0.1
ml/10 g de peso vivo, Todos los compuestos fucron solubilizados sélo hasta ¢l momento de

su utilizacion.

6. Andlisis estadistico,
Las diferencias estadfsticas entre los grupos controles y los tratados, con los diferentes

firnacos, Jueron determminadas usando una prueba de X* con la correecién de Yates, Los
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efectos fueron cousiderados significativos s el valor de P fue menor o igual a 0.05

(Montgomery, 1991).
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HI.  RESULTADOS

IR Experimentos piloto,

En el Cuadro 1 se muestea ¢l poreentaje de mortalidad en ratones después de Ta
ligadura y corte de Ias arterias cardtidas comunes. Como se observa estos porcentajes fueron
iguales para el caso de la cardtida primitiva izquievda frente a los controles mientras que pia
ta derecha se obtuvo un incremento det 5%.

A T evaluacién conductual entie el 40-50% de los animales, en ambos grupos,
presentaron camportamientos similares a los controles, el resto manifesto, en mayor o menor
grado, estereotipfa y ciertos perfodos de excitabilidad dados por disminucion en la facilidad
de mangjo, incremento en la actividad espontdnea y exploratoria y/o en el desplazamienro ¢n
el plano inclinado y la cuerda tirante. Sin embargo, estos cambios fueron poco consistentes
ya que entre las 24 y 48 horas post-cirugia los ratones mostraron conductas seniejantes a sus
controles.

En las modalidades de oclusion bilateral temporal de las arterias cardtidas comunes se
observé un alto porcentaje de mortalidad 80-90% frente a los controles tal camo se vefleja en
los Cuadros 2 y 3, de lo que se infiere que fa isquemia cerebral bilateral que se genera
implica en consecuencia trastornos metabdlicos severos incompatibles con la vida, Pese a
esto, los animales que sobrevivieron a fa evaluacion conductual no presentaron trastornos
neuroldgicos aparentes en comparacion con sus controles, lo cual evidencia un efecto del todo

o nmada, los animales, o bien, mueren o son capaces de compensar eficientemente fa faila
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circulatoria.

Con la éenica de ligadura y corte bilateral de fas arteriag cardtidas comunes realizado
de manera simultdnea se observd la muerte del 100% de la poblacion a las 24 horas post-
cirugfa. Algo similar reflcja Ia téenica de ligadura y cone bilateral de las car6tidas comunes
en forma secuencial con perfodos intermedios de 15 y 24 dfas entre ambas cirugfas, donde
se destaca que el perfodo de sobrevida del 10% de la poblacion se incrementa a mds de 24
horas; lo cual se puso de manificsto con mayor claridad coando el periodo intercirugias se

incrementd a 32 dias, aleanzando en este caso 35% (Cuadro 4).



CUADRO 1. PORCENTAIJES DE MORTALIDAD EN RATONES DESPUES DE LA LIGADURA
Y CORTE UNILATERAL DE LA ARTERIA CAROTIDA PRIMITIVA,

N %DEMORTALIDAD

RATONIS Ih 24h >24h TOTAL
CONTROLES 20 b] 0 0 5
CC.DERECHA 20 0 10 0 10
C.C.IZQUIERDA k2 5 0 0 5

CUADRO 2. PORCENTAJES DE MOITALIDAD EN RATONEES DESPUES DE LA OCLUSION
BILATERAL TEMPORAL DE LAS ARTERIAS CAROTIDAS COMUNES IN FORMA
SIMULTANEA.,

N° % DE MORTALIDAD

RATONES  Ih MUh >h TOTAL
CONTROLES 10 10 0 0 0w
PINZAMIENTO BILATERIAL DE
LAS CAROTIDAS COMUNES POR 10 90 0 0 90
4MINUTOS
a8



CUADRO 3. PORCENTAIJES DE MORTALIDAD EN RATONES DESPULS DE LA LIGADURA
Y CORTE UNILATERAL DE LA ARTERIA CAROTIDA PRIMITIVA MAS LA OCLUSION
TEMPORAL DE LA ARTERIA CONTRALATERAL EN FORMA SIMULTANEA.

CONTROLES

C.C. DERECHA/OCLUSION DE LA
CONTRALATERAL PoR 4
MINUTOS

CC. IZQUEIRDA/OCLUSION DE
LA CONTRALATERAL POR 4

NO

20

20

20

RATONES 1k
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5

80

70

% DIEMORTALIDAD

24h >24h
0 0
10 0
0 10

TOTAL

M

90

80



CUADRO 4. PORCENTAJES DIEMORTALIDAD EN RATONLES DESPULS DE LA LIGADURA
Y CORTE BILATERAL DE LAS ARTERIAS CAROTIDAS COMUNES,

N° % DEMORTALIDAD
RATONES 1h 24h >24h TOTAL
CONTROLES 25 4 0 0 4
SIMULTANEA 25 84 16 0 100
SECUENCIAL CON PERIODO
INTERMEDIO DE 15 DIAS 25 70 20 10 100
SECUENCIAL DE 24 DIAS 25 60 3o 10 100

SECUENCIAL DE 32 DIAS
25 40 25 35 100
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2, Trastornoys conductuales y nenrolégicos en ratoneys con corte secnencial biluteral de
las arterias cardtiday comunes.

Se observd un patrdn consistente en cuanto a los trastornos conductuales y alteraciones
neuroldgicas en todos los animales isquémicos. Posterior a fa reeuperacion de la anestesia,
aproximadamente 1 hora, los ratones inicialmente presentaban hiperactividad y estereatipia
marcadas, las cuales se incrementaban gradualmente, siendo mdximas a las 24 horas
postcitugia.  Durante este periodo, en algunos animates, s¢ observo prosis ipsitateral a fa
segunda cardtida cortada, catatonia, incordinacién motora y en consecuencia falta de respuesta
a estimulos nociceptivos (pinzamiento de la cola), desplazamientos en circulo, encorvamiento
del dorso, marcha tambaleante, disminucién del tono y fuerza muscular, abduccién del
miembro anterior jzquicrdo, pilocreceion, pisadas con apoyo de ambos miembros anteriores,
falta de sujecion en la cuerda tirante y deslizamicnto en el plano inclinado. En la mayorfa
de los casos, y a diferentes tiempos los sintomas iniciales fueron seguidos por ataxia,
disminucion de la actividad locomotora, anorexia, inmovilidad, disnea y en algunos casos
convulsiones; finalmente los animales evolucionaban a la muerte (Figura 4).

Los ratones sobrevivientes permanecfan asintomiticos conservando sélo la ptosis, en
algunos casos, hastn que fueron sacrificados posterior a los 8 dfas de observacién. Los
animales con cirugfa sin ligadura y corte (sham operated) o presentaron cambios aparentes

en relaeidn al grupo isquémico.

51



3 El indice acumulado de mortalidad en ratones sometidos a corte secuencial de las
arterias cardtidas comimes,

En la figura 5, se muestran Jas curvas del fndice acumulado de mortatidad de ratones
sometidos a corte sceuencial de las arterias cardtidas comunes en periodos de 60 min, 24 h
y 8 dius respectivamente.

Como se observa ¢l 17% de los animales muere dentro de tos primeros 15 minutos
posteriores a la segunda cirugia, ubicdndose el indice en 0.17, seguido de 0.29 (29%), 0.38
(38%) y 0.42 (42%) a tos 30,45 y 60 l;\in, respectivamiente. A partir de entonces el niinero
de muertes se incrementa progresivamente para ubicarse en 0.63 (63%) a lus 24 horas y
finalmente en 0.92 (92%) a los 8 dias post-cirugfa. It fndice acumulado de mortalidad del

grupo control fue de 0.041 durante todo ¢! ensayo.
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Fig. 4. Ffectos de fa isquemia bifaterial;
dorso y piloereccion, 3. catatonia, 4. desplazamiento en circulo.

L. ptosis de lado derecho. 2. encorvamiento det
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Fig. 4 (Cont.). 5. abduccién del miembro ante
de respuesta a estimndos nociceptivos. 7. convulsiones. §, control,

rior izquierdo. 6. incordinacion motora y lalta
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4. Efectos de los agonistas SHT,, sobre los trastornos conductuales y neuroldgicos e
indice acumulado de mortalidad de los ratones.

Los agonistas SHT,, evaluados cu el presente estudio redujeron o retardaron
significativamente la incidencia y/o intensidad de las alteraciones conductuales y neurologicas
de los ratones y tuvieron efectos diferentes sobre el tiempo de sobrevida de los animales. Por
ejemplo la actividad neuroprotectora de la buspirona fue suds promunciada con las dosis
extremas (3.1 y 31 mg/kg) siendo ésta mads sostenida con la dosis menor, significativa hastu
el tercer dia de evaluacién (P <0.05); por su parte Ia dosis intermedia (10 mg/kg) no mostré
cambios significativos en relacidn a los controles (Figura 6). A la evaluacion conductual os
trastornos neurol6gicos fucron mds discretos que los observados en los controles tanto en el
nimero de animales afectados como en la severidad de los sintomas, mismos que estuvieron
caracterizados principalmente por Ja ptosis ipsilateral, disminucion de la actividad locomotora,
tono y fuerza muscular y desplazamientos en cfreulo.

Los efectos jrotectores del 8-OH-DPAT fueron dosis dependientes (Figura 7),
observindose una proteccion evidente con la dosis de 1.0 mg/kg, mientras que con la dosis
de 10 mg/kg sc obtuvo un 100% de proteccién durante los primeros 60 minutos postisquémia
(P<0.0I). La ocurrencia de Ias alteraciones conductuales y neurolégicas de los ratones fue
retardada, Los animales se mostraron asintomdticos durante las 12 primeras horas del ensayo,
a partir de entonces principalmente In ptosis ipsilateral, disminucion de la actividad
locomotora, tono y fuerza muscular fue lo més consistente y se presentd en ienor grado.

El indorrenato fue activo a la dosis de 1.0 mg/kg y su mayor proteccion se obtuve con



la dosis de 3.1 me/kg (Figura 8). La evaluacion de los trastornos conductiales y neurologicos
de los ratones demostrd un patrén de alteraciones semejante al obtenido con la buspirona.
Sin embargo, la dosis de 10 mg/kg no demostrd efectos protectores.

En Ias figuras 6, 7 y 8 también se demuestra que en todos los casos as miximas
diferencias entre el fndice acumulado de mortalidad de los animales tratados y los controles
s¢ observaron dentro de las primeras 24 horas post-cirugia. Tambicn es evidente que la
proteceion ofrecida por el 8-OH-DPAT a la dosis de 10 mg/kg persistio hasta el sexto dia del

cnsayo.
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Fig. 6. Efectos de Ia buspirona, sobre ¢l indice acumulado de mortalidad de ratones con corte
secuencial bilateral de las arterias cardtidas comunes. Ef firmaco se administrd, por via
intraperitoneal, 30 minutos antes del segundo corte ttiempo 0). Bl grupo control recibid
solucion salina. Las curvas corresponden a grupos de 24 ratones.  Se muesiran cortes de
observacion a los 60 min, 24 hrs v 8 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas
entre el grupo tratado y el cantrol (prueba de X* con la correccion de Yates),
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Fig. 7. Efectos del 8-Ol-DPAT, sobre el indice acumulado de mortalidad de ratones cor
corte secuencial bilateral de las arterias cardtidas comunes.  El firmaco se administr, por
via intraperitoneal, 30 minutos antes del segundo corte (tiempo 0). El grupo control recibid
solucion salina. Las cutvas corresponden a grupos de 24 ratones.  Se muestran cortes de
observacion a fos 60 min, 24 Is y 8 dias. Los asteriscos indican diferencins significativas
entre el grupo tratado y el contral (prucba de X* con la carrecidn de Yates).
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Fig. 8. Efectos del indorrenato, sobre el indice acumulado de mortalidad de ratones con corte
secuencial bilateral de Jas arterias cardtidas comunes. El firmaco se administrd, por via
intraperitoneal, 30 inutos antes del segundo corte (tiempo 0).  El grupo control recibid
solucion salina, Las curvas corresponden a grupos de 24 ratones. Se muestran cortes de
observacion & los 60 min, 24 brs y 8 dias. Los asteriscos indican diferencias significativas
entre el grupo tratado y el cantrol (prucba de X? can la correcion de Yates).
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1V. DISCUSION

Como es ya bien conocido, la isquemia global transitoria o permanente conduce a una
serie de alteraciones estructurales, bioquimicas y funcionales del tejido cerchral.  Estas
lesiones han sido atribuidas a un incremento en el flujo intraceldar del calcia a través de
canales que son activados por voltaje y/o por la union de algin ligando especffica, liberacion
masiva de neurotransntisores tanto excitatorios como inhibitorios, asi como la Formacion
excesiva de especies reactivas de oxfgeno, lo que en su conjunto desencadena una cascada de
cventos que coullevan a ta muerte neuronal (Buchan, 1990; Hossmann, 1993; Piera, 1995).

La liberacion de diversos tipos de neurotransmisores, con la consecuente activacion
de receptores postsindpticos especfficos ha sido particularmente enfatizada como fa clave en
la induccion de los dafos cerebrales. En tal sentido ¢l dcido glutimico y otros amino4cidos
de tipo excitatorio han sido relacionados de manera direeta con los dafios cefulares, dadas sus
propiedades neurotdxicas ya bicn conocidas (Lucas y Newhouse, 1957). Sinembargo estudios
de microdidlisis también han demostrado incrementos substanciales en las concentraciones
extracelulares de otros tipos de neurotransmisores tales como la adenosina, dcido ¥ -
aminobutirico, dopamina, glicina, norepinefrina y serotonina, entre otros (Hagberg, 1987;
Globus, 1988, 1989; Damsma, 1990; Sarna, 1990). Entre estos neurotransmisores las
monoaminas han sido implicadas en la patogenia det dafio newronal durante los procesos
isquémicos, sefialindose en particular a la serotonina (Nedergaard, 1987; Rasmussen, 1990).

Durante ta isquemnia Ia concentracion de serotonina se incrementa de 8 a 10 veces dentro del
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espacio extracelular hipocampal (Sarma, 1990). El papel fisioldgico de la serotonina es muy
complejo debido a la existencia de diversos subtipos de receptores (Palacios, 1990) que
ademis presentan diferencias fundamentales en cuanto a fa regulacion bioquimica de diversas
actividades; asf por ejemplo los receptores SHT, se encuentran locatizados predominantenente
en la corteza cerebral (Hoyer, 1986; Pazos, 1987); mientras que los receptores SHT,, estin
concentrados en drcas particulannente suceptibles a los procesos isquémicos como son ¢l
kipocampo, septum fateral, giro dentado, tatamo, hipotdlamo y en fa corteza cercbral de fa
rata (Pazos, 1985).

Sobre estos thimos se ha comunicado que controlan el dispara espontanco de neuronas
del rafe dorsal, y que ademds pueden mediar la accidn inhibitoria de las respuestas
serotonérgicas sobre neuronas corticales ¢ hipocampales (Davies, 1987; Ropert, 1988).
Varios autores lan sefialado que, en preparaciones de rebanadas hipocampales de encéfalos
de rata, la serotonina activa una corriente de potasio independiente de calcio via receptores
SHT;, post-sindpticos. La entrada de potasio a la neurona causa su hiperpolarizacidn asociado
con una disminucion en la resistencia de entrada, pennitiendo en consecuencia un incremento
en el umbral de disparo y Ja menor posibitidad de descarga de la célula neuronal. Dado este
efecto, Ia hiperpolarizacion mediada por SHT,, podria, en cierta forma, compensar ta
despolarizacion neuronal observada en los estados de isquemia cerebral y por ende fa seric
de eventos que se desencadenan. En soporte a esta hipGtesis varios estudios han demostrado
que los agonistas 5-HT,, son capaces de producir una accidn hiperpolarizante lenta y

prolongada sobre neuronas hipocanpales (CAj), asf comno la disminucién de la amplitud de
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sus potenciales post-sindpticos excitatorios y de la trecuencia de disparo neuronal (Beck,
1985: Basse-Tonwsk, 1986; Martin, 1987; Rowan, 1987). Por otra parte, durante la dltima
década, varios agonistas SHT,, han sido evaluados por su actividad nenroprotectora en.
modelos de isquemia cerebral experimental. encontrdndose efectos benéficos (Bielenberg,
1990; Bode, Greuel, 1990; Prehu, 1991, 1993; Piera, 1995) de tal modo que dichos
mecanismos podrian proveer un nuevo principio terapéutico para el tratansiento de la isquemia
cerebral.

Eu el presente estudio sc evaluaron los efectos neuroprotectores de varios niveles de
dosis de tres agonistas SHT,,, demostrando que la administracién intraperitoncal de dosis
bajas y moderadas del 8-OH-DPAT, buspirona ¢ indorrenato l‘L‘dUCCl‘l substanciabnente la
mortatidad y los trastornos conductuales y alteraciones neuroldgicas que se presentan cn
ratones sometidos a isquemia cercbral severa, En estos experimentos de isquemia globat los
agonistas SHT;, demostraron varios efectos sobre el nimero de muertes que ocurren dentro
de los ocho dias siguientes a lu induceién del ataque isquémico, Por ejemplo el 8-OH-DPAT
fug efectivo en un rango de dosis de 1 a 10 mg/kg. La mixima reduccidn en v mortalidad
se encontrd con Ia dosis de 10 mg/kg y el efecto protector persistio por varios dfas posterior
a la ligadura y corte de la segunda arteria car6tida comun,

La reduccion en la mortalidad que se observé con la buspirona fue mayor con las dosis
de 3.1y 31 mg/kg que con la dosis intermedia (10 mg/kg) y la mixima proteceion ocurrié
dentro de las primeras 24 horas pastisquemia. La reduecion en la mortalidad obtenida con

el indorrenato tendid a ser dosis dependiente; la actividad protectora fue aparente con las dosis
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de 0.31, 1y 3.1 mp/kg, micntras que Ja dosis de 10 mg/kg no demostrd neuroproteccian,
Unia curva dosis-respuesta en forma de campana similaf lia sido reportada para [a buspirona
en of modelo de isquenia focal en ratones (Biclenberg y Burkharde 1990) y para el 8-OH-
DPAT en ratones con oclusion permanente de Ia avteria cerebral media (Prehn y cols 1991).
Los mecanismos exactos de Ia accién neuroprotectora de los agonistas SHT , no son del todo
conocidos. Tales efectos no pueden ser restringidos a un incremento en la conductancia al
potasio debido a que tmbién se ba comunicado fos cfectos svbre fa inhibicion de fa
adenilatociclasa y la activacion de [a fospolipasa C (Fargin, 1991; Liu, 1991), Por otra parte,
Guido (1988) y Raiteri (1991) enconraron que la liberacion excesiva de aminodcidos
excitatorios en el cerebelo de Ia rata durante los procesos isquénicos es reducida por el 8-OH-
DPAT. Esta accién farmacoldgica poilria ser extendida al hipocampo el cual contiene una
alta densidad de receptores SHT,, (Palacios, 1990)., La isquemia cerebral induce una
disminucién de los niveles de glucosa asi como del aporte adecuado de oxigeno, en
consecuencia la glucosa es degradada anaerébicamente hasta dcido ldctico, el cual se acumnla
generando acidosis y posteriormente la muerte neuronal (Siesjd, 1984). Shibata (1992)
demostraron, in vitro, los efectos neuroprotectores del 8-OH-DPAT y buspirona sobre las
deficiencias, inducidas, en el recambio de 2-desoxigiucosa en rebanadas hipocampales de
encéfalos de rata expuestos a hipoxia/hipoglicemia.

Los mecanismos protectores y las propiedades farmacolégicas del indorrenato que son
responisables de sus efectos sobre el fndice acumulado de mortalidad de ltos ratones no son

clarificados con este estudio. DEsta sustancia ha demostrado propiedades antilipertensoras
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(Hong, 1983; Hong, 1988), asi como propiedades ansioliticas (Ferndndez-Guasti, 1989) y en
altas dosis (31.6 mp/kg) es capaz de inducir alteraciones conductuales en ratas similares a las
producidas por agentes serotonérgicos (Ferndndez-Guasti, 1990).  Esos hallazgos y los
resultados de estudios de union ligando-receptor (Dompert, 1985; Schoelfer, 1988) indican
que el indorrenato es un agonista de los receptores SHT,,, de tal manera que los efectos
protectores reportados en este estudio pueden ser atribuidos a esta accidn, La carencia de
efectos neuroprotectores observada con Ia dosis mds alta del indorrenato (19 mg/kg) pudo
deberse a su interaccién con receptores SHT, (Castillo, 1995). Es importante destacar que
para el caso de la buspirona ¢ indorrenato Jos rangos de dosis que demostraron efectos
protectores fueron similares a los que generan Jos efectos conductuales caracteristicos de la
activacion de los receptores SH'Y,, (Middlemiss, 1992), mientras que para ¢l 8-OH-DPAT las
dosis requeridas fucron superiores, De estas observaciones se podria especulir que los efectos
protectores ofrecidos por la buspirona e indorrenato obedecen a la estimukacidit de receptores
5HT;,, mientras que Ia proteccion obtenida con el 8-OH-DPAT pudo estar mediada por un
mecanisino menos especifico como por cjemplo la disminucidn del metabolismo cerebral
inducida por hipotermia (Hunter, 1995). En efecto, el mecanismo preciso por ¢l cual el
indorrenato redujo el indice acumulado de mortalidad y los trastornos conducwales y
neurolégicos que se presentan posterior a la induccion de la isquemia cerebral, estin adn por
determinarse.

Los cstudios de la fisiopatologfa de los aceidentes cercbrovaseulares han demostrado

que la oclusion bilateral de las arterias cardtidas comunes en roedores produce isquemia



cerebral de manera consistente (Crockard, 1980) con los daios celukares consecuentes dentro
de dreas selectivamente vuluerables del encéfalo, inctuyendo a las neuronas de la tereera capa
de 1a corteza cerebral, subcampos hipocampales CA, y CA,y cara dorsolateral del cuerpo
estrindo (Hossmann, 1993).  La magnitud de los dafios estructurales y funcionales son
dependientes de fa severidad y duracion de la isquemia, encontrando que los periodos
prolougados tienden a acelerar la evolucidn de los cambios celulares (Kirino, 1984). Listos
hechos padrian permitirnos asumir que un patron similar de alteraciones tisulares se generan
con el corte seeuencial de las arterias cardtidas comunes. La observacion de que los niveles
de dosis y Ia magnitud de proteccion encontrados conel 8-OH-DPAT y buspirona en nuestros
experimentos fueron similares a los reportados por otros investigadores utilizando diferentes
modelos experimentales para indueir la isquemia cerebral avalan esta posibilidad.  Sin
embargo, algunas diferencias bisicas podrian ser consideradas, por cjemplo en los modelos
de isquemia cerebral transitoria (modelo de oelusiun de 2 vasos, isquemia sepetitiva por
pinzamiento simultdneo de ambas cardtidas a diferentes tiempos, etc.), Ia interrupeion del
flujo sanguineo ¢s solo transitoria y por ende el inicio del estado isquémico asi como su
reversion son abruptos (Smith, 1984; Shuaib, 1995).

En nuestro modelo existe un periodo intermedio de 32 dias entre la ligadura y corte
de ambas car6tidas comunes lo cual podrfa favorecer una mixima fupcionatidad del flujo
sangufneo colateral al encéfalo, asi como la neoformacién vascular (Coyle, 1984; Lehman,
1991). Estas dos nuevas condiciones podrfan prolongar el tiempo de sobrevida de los

animales ofreciendo asf un margen conveniente para el estudio de farmacos que de alguna
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manera incrementen o dismsinuyan el indice acumulado de moralidad de Jos animales al como
fo demuestran Jos resultados de este estudio.  De tal modo que es posible que los danos
tisulares en nuestro modelo no sean completamente similares 2 los observadas con la oclusion
bilaterat de fas arterias cardtidas comunes en forma temporal o intermitente.  Ea efecto, las
diferentes Jrecuencias de mortalidades obtenidas con tatones sometidas a corte simultineo y
secuencial de las cardtidas comunes favorecen esta hipdtesis.

Finalmente, esie modelo nos brinda fa posibilidad de determinar pewroproteceion en

términos de {ndices acomulados de mortalidad vna nueva alternativa min no explotada cn esta

dren.
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V. CONCLUSIONES

1. El corte secuencial de las cardtidas comunes produce un patrén consistente en cuanto a los
trastornos  conductuales, alteraciones neuroldgicas y wortalidad en todos los animales

isquémicos.

2. El indice acumulado de mortalidad de los ratones refleja el perfit de Ia letalidad provocada

por la isquemia cerebral.

3. La administracion de dosis bajas y moderadas del 8-OH-DPAT, buspirona ¢ indorrenato
reducen la mortatidad, los trastornos conductuales y alteraciones neurolégicas que se presentan

cn ratones sonictidos a corte sccuencial de las arterias cardtidas comunes.

4. La méxima proteccién ofrecida por los agonistas 5-HT,, se observd durante las primeras

24 haras postisquemia.

5. LI corte sccuencial bilateral de las arterias carotidas comunes es una alternativa como

procedimiento para el estudio de firmacos capaces de prevenir o disminuir el dafio tisular

producto de la isquemia cerebral.
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6. El indice scumulado de mortalidad puede ser un pardmietre potencialmeme il para estinnr

la letalidad provocada por la isquemia cerebral,

7. El poder determinar neuroproteccidn en términos de indices acumulados de mortalidad

establece una nueva expectativa adn no explotada en el campo de la neurofisiopatologfa.

8. Sc¢ requicre de estudios adicionales para determinar la naturaleza y magnitud de las
alteraciones morfoldgicas que se inducen con este nuevo modefo, asf comua de su
suceptibilidad a firmacos neuroprotectores que actian mediante diferentes mecanismos de
accion a fin de validar su wtilidad préctica en los procesos de investigncion de los mecanismos

de dailo cerebral y estrategias de tralamientos.
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