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1. RESUMEN

La isquemia cerebral es un accidente cerebrovascular (ACV) generado a partir de la
oclusion de una o varias arterias cerebrales, principalmente la arteria cerebral media,
conllevando a una disminucién de nutrientes como glucosa y oxigeno. En el caso de
una isquemia cerebral focal, esto ocasiona la muerte neuronal del tejido generando dos
zonas caracteristicas conocidas como nucleo isquémico y zona de penumbra. En el
modelo de la oclusion transitoria de la arteria cerebral media (t-MCAO), las areas mas
sensibles a este insulto isquémico son la corteza cerebral, el putamen caudado y el
hipocampo como zonas de penumbra. El evento isquémico genera una desregulacion
de proteinas implicadas en la sobrevivencia y plasticidad neuronal. Un ejemplo de estas
son los factores troficos como BDNF (factor neurotréfico derivado de cerebro),
receptores ionotrépicos de glutamato tipo NMDA (N-METIL-D-ASPARTATO) y proteinas
postsinapticas como PSD-95. Lo que conlleva a un dafio celular, bioquimico y funcional
evidenciado por el déficit en la capacidad de aprendizaje y memoria en el caso de una
alteracion en hipocampo. Las estatinas, inhibidores selectivos de la enzima 3-hidroxi-3-
metil-glutaril CoA (HMG-CoA) reductasa han mostrado tener efecto neuroprotector en
ACV como la isquemia cerebral. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
neuroprotector de la atorvastatina sobre proteinas implicadas en plasticidad sinaptica y
procesos de aprendizaje y memoria espacial en un modelo de isquemia cerebral focal
transitoria en rata. Inicialmente, ratas Wistar macho (con 8 semanas de edad y peso
promedio de 350g) se sometieron a una isquemia cerebral focal transitoria (t-MCAQ) y
se les administro atorvastatina via oral a una concentracion de 10 mg/kg durante tres
dias consecutivos a partir de las 6 horas post-isquemia. A los siete dias post-isquemia
se realizo la evaluacion de aprendizaje y memoria espacial por medio del laberinto
acuatico de Morris. Posteriormente, los animales fueron sacrificados para realizar el
analisis histolégico mediante la tinciobn de Nissl para ver la morfologia celular,
Fluorojade para observar la acidosis metabdlica, inmunohistoquimica para MAP-2 y
NeuN, e inmunofluorescencia para NR2B y PSD-95. También se realizo
Inmunoprecipitacion de proteinas para el complejo NR2B/PSD-95 y ELISA para la

determinar los niveles de BDNF. Nuestros resultados muestran que animales
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isquémicos tratados con atorvastatina recuperan la morfologia celular, disminuyen la
acidosis metabdlica y recuperan el marcaje de NeuN y MAP-2 en las areas de lesion: La
corteza cerebral, el putamen caudado y el hipocampo. También evidenciamos que la
atorvastatina restablece los niveles de BDNF en la corteza cerebral, lo cual se relaciona
con la recuperacion del complejo NR2B/PSD-95. Esta recuperacion se evidencia a nivel
funcional en el laberinto acuatico de Morris, donde animales isquémicos tratados con
atorvastatina poseen un menor tiempo de latencia tanto en la fase de aprendizaje como
en la retencion comparado con aquellos animales que no se les suministro la estatina.
Estos datos sugieren que el efecto neuroprotector de la atorvastatina a nivel celular y
molecular conduce a una restauracion funcional del déficit de aprendizaje y memoria

espacial en ratas con isquemia cerebral focal transitoria.

Palabras clave: Corteza cerebral, hipocampo, t-MCAO, Atorvastatina, MAP-2, NeuN,

NR2B/PSD-95, BDNF, aprendizaje y memoria espacial, laberinto acuético de Morris.



2. INTRODUCCION

La isquemia cerebral es un accidente cerebrovascular (ECV) que actualmente
representa un alto problema de salud publica, ya que a nivel mundial es considerada la
primera causa de incapacidad (Hossmann, 2008; OMS, 2009) y en Colombia la
segunda en personas mayores de 45 afios (Ministerio de proteccion social, 2008), lo
que conlleva a elevados costos sociales que influyen en la calidad de vida de las
personas que la padecen (OMS, 2004). Esta enfermedad afecta la estructura y
viabilidad de la poblacién neuronal en diferentes zonas cerebrales. Una de las zonas
afectadas por la isquemia cerebral es el hipocampo, zona relacionada con procesos de
plasticidad sinaptica que determinan el aprendizaje y memoria espacial (Calabresi et al.,
2003; Briones et al., 2006).

Una de las estrategias de neuroproteccion promisorias en isquemia son las estatinas,
las cuales son inhibidores selectivos de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril Coenzima A
(HMG-CoA) reductasa la cual participa en la sintesis de colesterol y derivados
isoprenoides (Liao, 2005). Estas han mostrado tener diferentes efectos protectores en
el sistema nervioso, en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Hoglund
and Blennow, 2007; Arvanitakis et al., 2008) e isquemia cerebral (Berger et al, 2008;
Van der Most et al., 2009; Céspedes-Rubio et al., 2010; Gutiérrez-Vargas et al., en
preparacion). Previos estudios llevados a cabo en isquemia cerebral muestran que las
estatinas reducen el volumen del infarto cerebral, mejoran la funcién neuroldgica e
incrementan el flujo sanguineo cerebral (Bosel et al., 2005; Cimino et al., 2007) ademas
de proteger los vasos sanguineos y favorecer la angiogénesis, neurogénesis y la
sinaptogénesis (Zhang et al., 2005), procesos indispensables en la recuperacion del

dafo isquémico.

Sin embargo, se hace necesario evaluar con mayor profundidad tratamientos y
estrategias efectivas de neuroproteccidon que conlleven a una clara recuperacion
funcional de las personas que la padecen. Por tanto, como parte de estudios pre-
clinicos en la terapia farmacoldgica, el objetivo principal de este trabajo es evaluar el



efecto neuroprotector de la atorvastatina sobre proteinas implicadas en plasticidad
sinptica y procesos de aprendizaje y memoria espacial en un modelo de isquemia
cerebral focal transitoria en rata, lo cual podra fundamentar la recuperacion histologica y
bioquimica de la atorvastatina en el tejido isquémico como lo muestran previos
resultados obtenidos en el Grupo de Neurociencias de Antioquia, donde a 72 horas de
tratamiento post-isquemia con atorvastatina en un modelo de isquemia cerebral focal
transitoria (--MCAO) en rata reduce el volumen de infarto asi como marcadores de
neurodegeneracion y activacion de vias de supervivencia (Céspedes-Rubio et al., 2010

Gutiérrez-Vargas et al., en preparacion).



3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

3. 1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el ACV es considerado la primera causa de incapacidad a nivel mundial
con una tasa de mortalidad alrededor de un 30% en paises industrializados (Hossmann,
2008; Murphy and Corbett, 2009; OMS, 2009). En Colombia, es la segunda tasa de
mortalidad en personas mayores de 45 afios de edad (Ministerio de proteccion social,
2008) y se calcula que 1 de cada 6 personas puede llegar a sufrir al menos un evento
isquémico en la vida, donde 1 de cada 3 pacientes sobreviven en estado de
dependencia fisica (Durukan and Tatlisumak, 2007). Estos indicadores muestran que la
isquemia cerebral representa un gran problema de salud publica tanto en Colombia

como para el resto del mundo.

La isquemia cerebral es un ACV generado a partir de la oclusién de una o varias
arterias cerebrales, lo que conlleva a una disminucién del flujo sanguineo, ocasionando
una deplecion de sustratos esenciales tales como la glucosa y el oxigeno en el
metabolismo cerebral. Esta oclusién se presenta con mayor frecuencia en la arteria
cerebral media (ACM) o en alguna de sus ramificaciones (Wu, 2005; Durukan and
Tatlisumak, 2007). La magnitud del dafio y su repercusion a nivel estructural y funcional
depende del tiempo de oclusién de la arteria y la poblacion neuronal comprometida
(Briones et al., 2006; Gao et al., 2005; Hossmann, 2008). Esta enfermedad puede ser
generada por factores de riesgo muy comunes como la obesidad, la hipertension,
hiperlipidemia, diabetes y por factores genéticos asociados, asi como con

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Lo et al., 2003).

Generalmente, existen varias areas cerebrales mas propensas a ser afectadas cuando
se genera un evento isquémico. Dentro de estas se encuentran la corteza cerebral, el
hipocampo y el putamen caudado (Dirnagl et al., 1999; Gutiérrez-Vargas et al., 2010;

Hossman, 2008; Murphy and Corbett, 2009). El dafio ocasionado en todas o algunas de
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estas zonas depende del tipo de la isquemia cerebral, la cual puede ser global
(afectando zonas cerebrales en un amplio rango) o focal (la cual afecta a una region
cerebral especifica) mostrando dafios que generalmente se manifiestan a nivel clinico
por deterioro en la vision, el movimiento del cuerpo, el habla y procesos de aprendizaje
y memoria (Khaja and Grotta, 2007; Perel et al., 2007; Sacco et al., 2007).

El hipocampo, ha sido descrito en una gran cantidad de estudios que evidencian sus
funciones relacionadas con el aprendizaje y la memoria en varios modelos animales,
ademas de ser un excelente prototipo para estudios de neurofisiologia y una de las
formas de plasticidad sinaptica como la potenciacién a largo plazo (LTP). Por tanto, un
dafio en esta zona generalmente conllevan a déficits que son claves para la captacion
de determinada informacion y posterior evocacidon de esta en rangos de tiempo
considerablemente amplios (Brown and Aggleton, 2001; Jourdain et al., 2002; Calabresi
et al., 2003; Briones et al., 2006; Sun et al., 2008). En consecuencia, un dafo en el
hipocampo genera distintos procesos celulares y moleculares involucrados en procesos
anormales que generan la perdida de la plasticidad sinaptica, su potenciacion a largo
plazo y en consecuencia carencias en el aprendizaje y la memoria (Gao and Xu, 1996;
Dirnagl et al., 1999; Calabresi et al.,, 2003; Stark and Squire, 2003; Hossman, 2008;
Gutiérrez-Vargas et al., 2010).

La literatura recoge alrededor de cientos de terapias (invasivas y no invasivas) y de
medicamentos evaluados en modelos animales con efecto neuroprotector actuando
como “barredores” de radicales libres, antagonistas del calcio e “interruptores” de la
cascada isquémica. Sin embargo, en los estudios clinicos la mayoria de estos farmacos
no reproducen la propiedad neuroprotectora antes demostrada en animales, incluso
algunos han mostrado efectos adversos que previamente no se habian detectado en la
experimentacion animal. Esto muestra claramente la necesidad del desarrollo de

nuevas y apropiadas estrategias neuroprotectoras (Perel et al., 2007; Hossman, 2008).

Las estatinas, cuya funcién principal es inhibir selectivamente la enzima 3-hidroxi-3-

metil-glutaril Coenzima A (HMG-CoA) reductasa, la cual participa en la sintesis de



colesterol y derivados isoprenoides (Liao, 2005), han mostrado una fuerte evidencia en
disminuir la incidencia de enfermedades cardiacas coronarias (Castilla et al., 2008;
Nassief and Marsh, 2008) y tener un efecto protector en el sistema nervioso y en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Hoglund and Blennow, 2007;
Arvanitakis et al., 2008) e isquemia cerebral (Berger et al, 2008; Van der Most et al.,
2009; Céspedes-Rubio et al., 2010; Gutiérrez-Vargas et al., 2010); sin embargo, el
mecanismo celular y molecular por el cual estas actian alun no estd completamente
determinado (Van der Most et al., 2009). De acuerdo con lo anterior, tanto el uso de
medicamentos como modelos animales para el estudio de la lesion cerebrovascular y el
desarrollo de estrategias de tratamiento neuroprotector para los pacientes, constituye

una cuestion fundamental de relevancia clinica y social.

3. 2. FORMULACION DEL PROBLEMA

El infarto ocasionado por la isquemia cerebral en humanos, normalmente es de tipo
focal (Murphy and Corbett, 2009) y estd formado por dos zonas caracteristicas
conocidas como el foco isquémico y la zona de penumbra (Mehta et al., 2007). En el
foco isquémico se dan procesos de necrosis celular donde es imposible rescatar a las
células una vez ha ocurrido el insulto (Mehta et al., 2007). En la zona de penumbra se
presenta muerte celular apoptética, donde es posible rescatar las células de este tejido
afectado con una oportuna intervencion, (Mehta et al., 2007) y como tal representa un
objetivo clave para la intervencion terapéutica en isquemia cerebral (Baron et al., 1995);
sin embargo, a menos que se mejore la perfusibn o que las células se hagan
relativamente resistentes a la lesion, las células del area de penumbra sufren el riesgo

de morir a las pocas horas por necrosis (Lo, 2008a; 2008b).

En el tejido infartado, se ven afectadas proteinas sinapticas importantes en la
integridad neuronal, tales como receptores de glutamato (Dirnagl et al., 1999), proteinas
de adhesién sinaptica (Costain et al., 2008), proteinas involucradas en procesos de

remodelamiento del citoesqueleto (Hoogenraad and Bradke, 2009). Todas estas
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proteinas estan involucradas en procesos de dendritogénesis, sinaptogénesis y todo lo
gue enmarca plasticidad sinaptica; procesos bastante relevantes que involucran vias de
sefalizacion celular y expresion génica diferencial para el aprendizaje y la consolidacion
de memoria en el caso del hipocampo (Calabresi et al., 2003; Stark and Squire, 2003;
Kimura and Matsuki, 2008).

Las estatinas cuya funcion principal ha sido descrita como inhibidores selectivos de la
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA (HMG-Co0A) reductasa han mostrado tener varios
efectos pleiotrépicos como promover la angiogénesis (generacion de nuevos vasos
sanguineos) y neurogénesis (generacion de nuevas células neuronales), donde estas
nuevas células migran hacia el hipocampo posibilitando la recuperacion en sus
diferentes zonas (Liao, 2005; Zhang et al., 2005). De acuerdo con esto es importante
determinar el efecto de las estatinas sobre proteinas involucradas en eventos de
plasticidad sinaptica y que intervienen en procesos de aprendizaje y memoria espacial
en ratas, lo cual podria ser un mecanismo celular y bioquimico por el cual las estatinas

estan llevando a la recuperacion tisular, bioquimica y funcional del dafio isquémico.
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4. JUSTIFICACION

Aunque previos estudios han mostrado que el déficit de memoria y aprendizaje
generado después de un evento isquémico en modelos animales, se relaciona con la
alteracion de proteinas de sinapsis, del citoesqueleto, entre otros. (Calabresi et al.,
2003; Kimura and Matsuki, 2008; Stark and Squire, 2003; Costain et al., 2008), con este
estudio queremos determinar el papel que puede tener la atorvastatina sobre el
mejoramiento de memoria espacial tras un evento isquémico y su relacion con proteinas
de sinapsis, teniendo en cuenta que dichos farmacos han demostrado disminuir
volumen de infarto, contribuir a angiogénesis, neurogénesis y dendritogénesis (Berger
et al., 2008; Van der Most et al., 2009) y que muchas terapias en isquemia cerebral
muestran resultados alentadores a nivel celular pero cuando se evalla la funcién no se

tienen muy buenos resultados (Perel et al., 2007).

Es importante resaltar el marco dentro del cual este estudio pretende sugerir una
terapia enfocada al uso de la atorvastatina como medida de proteccion luego de la
ocurrencia de un evento isquémico, que pueda solventar los déficits funcionales, tener
una consideracion mucho més fina del mecanismo por el cual la estatina brinda una
recuperacion no solamente a nivel celular sino también a nivel funcional y en un futuro

extrapolar estos resultados a una terapia en humanos.
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5. MARCO TEORICO
5. 1. Isquemia cerebral

La isquemia cerebral es un tipo de accidente cerebrovascular (ACV) generada a partir
de la oclusién de una o varias arterias cerebrales, que conlleva a una disminucién del
flujo sanguineo, ocasionando una deplecién de sustratos esenciales tales como la
glucosa y el oxigeno, necesarios para la produccion de energia proveniente de la
fosforilacion oxidativa y mantenimiento de los gradientes i6nicos dentro del metabolismo
cerebral (Martin, 1994). Esta enfermedad se manifiesta de varias formas dependiendo
de la severidad y la magnitud del dafio (Tiempo de oclusién de la arteria y poblacion
neuronal comprometida) con implicaciones a nivel estructural y funcional (Hou and
MacManus, 2002; Gao et al., 2005; Briones et al., 2006; Hossmann, 2008). La isquemia
cerebral puede ser generada ademas por factores de riesgo muy comunes como la
obesidad, la hipertension, hiperlipidemia, diabetes y hasta por factores genéticos
asociados ademas con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Lo et al.,
2003).

Generalmente, cuando ha ocurrido un insulto isquémico se generan dos zonas
caracteristicas de lesion. La primera se denomina el foco (ndcleo) del dafio donde
ocurren procesos de necrosis celular y es un area irrecuperable (Mehta et al., 2007). La
segunda es contigua al foco isquémico denominada zona de penumbra y es donde
ocurren procesos de apoptosis, la cual puede ser recuperable y restablecerse a nivel
funcional si se interviene terapéuticamente (Mehta et al., 2007) (Figura 1). La oclusion
de la arteria cerebral media (ACM) genera una isquemia cerebral focal: En este modelo
se tiene como nucleo isquémico la corteza somatosensorial y como zona de penumbra

el hipocampo (Hossman, 2008).
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Figura 1. Modelo general que ilustra las dos zonas caracteristicas generadas

luego de unaisquemia cerebral.
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(Modificado de Mehta et al., 2007)

La isquemia cerebral genera dos zonas caracteristicas: 1) El nicleo isquémico, donde ocurren procesos
de necrosis y no hay suficiente suministro de ATP y 2) La zona de penumbra, donde ocurren procesos de

apoptosis y hay niveles de ATP que pueden ayudar a las células a sobrevivir en esta zona (Modificado de

Mehta et al., 2007).
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5. 1. 1. Excitotoxicidad en isquemia cerebral

La interrupcion del suministro de sangre al cerebro durante la isquemia
resulta en la privacion de oxigeno y de glucosa y por lo tanto, una reduccién en la
energia disponible para el funcionamiento de las células cerebrales (Dirnagl et al.,
1999). Las neuronas en particular, se vuelven incapaces de mantener los gradientes
ionicos necesarios para la funcion celular y la homeostasis (Szydlowska and Tymianski,
2010). Esto se traduce en una excesiva despolarizacidon neuronal, aumento en la
liberacion de neurotransmisores excitatorios y reducida recaptacion de estos
neurotransmisores desde el espacio extracelular. Este proceso conduce finalmente a
una excesiva acumulacion celular de iones y a su vez a la desregulacion de varias vias
de sefalizacion, activando procesos catabdlicos mediados por proteasas, lipasas Yy
nucleasas, que interrumpen la funcion neuronal y llevan a la muerte celular (Figura 1)
(Dirnagl et al.,1999; Szydlowska and Tymianski, 2010).

El glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos, ha sido reconocido como potencial neurotdéxico desde la
década de 1950. Olney acufié el término "excitotoxicidad" para describir el proceso
mediante el cual el glutamato, produce toxicidad (Olney and Sharpe, 1969). La
canonica respuesta consiste en que el glutamato se acumula en el espacio extracelular,
como consecuencia de la falla de la bomba de iones y déficit energético, asi como la
insuficiencia de mecanismos de recaptacion por parte de células astrociticas (Choi and
Rothman, 1990). Luego de establecidas las cascadas que conducen a la
despolarizacién neuronal, la liberacién de glutamato al espacio extracelular neuronal
conlleva a una estimulacidbn extensiva de sus receptores lo que puede ser

eventualmente téxico para las neuronas.

El glutamato activa dos tipos de receptores: a) Receptores tipo ionotrépicos como el
receptor N-methyl-D-aspartato (NMDAr), el receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole propionico (AMPAr), receptores tipo Kainato y b) receptores metabotrépicos
tipo mMGLUR (de sus siglas en inglés: Metabotropic glutamate receptor) (Lo et al., 2003;
Lipton, 2006).
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Una sobrecarga de glutamato conduce a la estimulacion prolongada de sus receptores,
aumentando drasticamente el influjo de calcio (Ca**), sodio (Na*) y cloro (CI), y a la
salida de iones como el potasio (K*) y agua en las neuronas (Won et al., 2002). Esto
genera un mecanismo de retroalimentacién positiva donde los canales de Ca*
presinapticos dependientes de voltaje son activados, liberando aminoacidos excitatorios
como el glutamato al espacio extracelular e induciendo al mismo tiempo la activacion de
sus receptores tipo ionotrépicos y metabotropicos; lo que da como resultado a que los
iones Ca®*, Na*, CI" ingresen aliin més a la célula induciendo que el K* sea liberado al
espacio extracelular (Nehls et al., 1989; Katsura et al., 1994; Lerouet et al., 2002;
Kimura and Matsuki, 2008). Pese a que el calcio es necesario para el correcto
funcionamiento celular y para la supervivencia de las neuronas (Lohmann, 2009;
McCue et al., 2010) en muchos estados patoldgicos incluyendo la isquemia cerebral, los
iones Ca®" llegan a niveles criticos que conducen a la muerte celular aguda (Simon et
al., 1984).

Esta liberacion del glutamato y el K" asi como el aumento citosélico de los niveles de
Ca®", Na* y CI conlleva a una serie de olas de despolarizacién neuronal en el area de
penumbra que conllevan finalmente a la muerte neuronal (Dugan and Choi, 1994;
Ladecola, 1997; Fujimura et al., 1998; Kristian and Siesjo, 1998).

5. 1. 2. Homedstasis neuronal Vs Isquemia cerebral

Las neuronas asi como todo tipo de célula, exhiben un patron caracteristico regulado
basicamente por procesos de retroalimentacion funcional que conllevan a una
homeostasis completa generando una armonia entre la célula y el medio (Pozo and
Goda, 2010).

La plasticidad sinaptica, la cual es definida como la capacidad neuronal de realizar
nuevas conexiones funcionales dependientes de actividad, envuelve una serie de
eventos fisiolégicos y moleculares complejos en los que se ven involucrados los
receptores de glutamato, neurotransmisores como GABA, ON (6xido nitrico) y factores

troficos como el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), entre otros (Pozo and
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Goda, 2010). También la sintesis, el mantenimiento, estabilidad, y otros eventos de
diferentes moléculas de adhesion sinaptica y de remodelamiento del citoesqueleto
encargadas no solamente de formar las sinapsis, sino también de mantener su
estructura, fuerza y funcionalidad a través del tiempo. Este proceso es conocido como
potenciacion a largo término (LTP) (Bliss and Lemo, 1973) y es en esencia una de las
bases para el aprendizaje y la consolidacién de la memoria (Lynch, 2004; Pozo and
Goda, 2010).

Sin embargo, la plasticidad sinaptica actia de forma homeostética (plasticidad sinaptica
homeostética) generando una retroalimentacion necesaria para mantener la fuerza y la
plasticidad de las sinapsis dentro de una rango dinamicamente funcional (Rabinowitch
and Segev, 2006; Pozo and Goda, 2010); actuando incluso a nivel local, o sea, en
sinapsis individuales (Rabinowitch and Segev, 2008; Pozo and Goda, 2010).
Adicionalmente, el ambiente en el cual se encuentran las neuronas asi como su estadio
de desarrollo influyen en como la plasticidad sinaptica homeostatica genera una
adaptacion de estas neuronas a ciertos estimulos o experiencia (Desai et al., 2002; De
Simoni et al., 2003; Pozo and Goda, 2010) generando un balance inhibitorio—excitatorio
en donde el escalamiento sinaptico (procesos de retroalimentacion negativa) y la
plasticidad sindptica, son regulados en microdominios neuronales (regiones
espacialmente muy pequefias como las espinas dendriticas) (Rabinowitch and Segev,
2008).

Sin embargo, en un evento de isquemia cerebral se genera un desbalance completo de
todos los componentes de la red neuronal provocando una muerte inminente de las
células que estan en el nucleo isquémico y generando mecanismos de apoptosis en las
neuronas de la zona de penumbra (Mehta et al., 2007). Como consecuencia, se da una
muerte detectable en las zonas afectadas como la corteza somatosensorial y el
hipocampo, que se va extendiendo hacia las zonas neuronales que regulan la actividad
motora-sensorial y cognitiva del organismo (Murphy and Corbett, 2009). Sin embargo,
conforme pasa el tiempo luego del evento isquémico se genera una regulacion dada por

procesos celulares y moleculares de retroalimentacion para tratar de compensar el dafio
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que se ha generado pero que puede no ser regulada generando incluso conexiones
aberrantes (Murphy and Corbett, 2009).

Esto genera que en pacientes que sufren un evento isquémico, la recuperacion
funcional se exhiba de una forma gradual y lenta por varios e inclusive muchos afios
(Murphy and Corbett, 2009). Esto se ha visto tanto en humanos como en modelos
animales y se ha evidenciado que ocasionalmente se puede llegar a una conclusién en
la que se vea que existe una recuperacion funcional, una compensacion
comportamental (dada por la accién efectiva del hemisferio contralateral a la lesiéon) o
ambas, dando finalmente una regulacibn homeostatica completa luego del evento

isquémico (Murphy and Corbett, 2009).

5. 2. Proteinas de sinapsis: Papel en plasticidad y su alteracion por isquemia

cerebral
5. 2. 1. Receptor ionotrépico de glutamato NMDA (N-Metil-D-Aspartato)

Los receptores NMDA constituyen el mayor subtipo de receptores de glutamato dentro
de todo el sistema nervioso participando normalmente en transmisiones sinapticas
excitatorias rapidas (Madden, 2002; Henson et al., 2010). Estos receptores a su vez
poseen una variedad dentro de sus propias subunidades las cuales son NR1, NR2A-D y
una identificada como NR3 (Chatterton et al., 2002) la cual también posee un par de
variantes hasta ahora descritas NR3A y NR3B (Henson et al., 2010). Cada subunidad
se expresa en mayor cantidad dependiendo de la zona cerebral. Sin embargo las
subunidades NR1, NR2A y NR2B son consideradas como los mayores tipos funcionales
del receptor en todo el sistema nervioso central (SNC) (Figura 2) (Madden, 2002) y la
subunidad NR3A la mas abundante en los oligodendrocitos (Henson et al., 2010). El
receptor NMDA es activado basicamente por dos eventos coincidentes: 1) la unién a los
coagonistas de glutamato y glicina y 2) la despolarizacion simultanea de la membrana

celular la cual remueve el Mg?*, que esta bloqueando el poro del canal del receptor,
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llevando al influjo intracelular de Ca?*. Esta activacién en condiciones fisioldgicas es
regulada por un proceso de retroalimentacién positiva donde el propio flujo de Ca**
induce el bloqueo del receptor impidiendo asi su excesiva concentracion intracelular.
Pero en condiciones patoldgicas se da una retroalimentacion negativa donde el flujo de
este i6n no es controlado, llevando a excesivas concentraciones intracelulares de este
(Krupp et al., 1999; Lo et al., 2003; Wang et al., 2003; Christie and Jahr, 2008).

Las subunidades de los receptores NMDA han mostrado jugar un papel muy importante
dentro procesos celulares como la sinaptogénesis asi como en la plasticidad sinaptica
(Henson et al., 2010). Los receptores NMDA en el hipocampo también mantienen una
correcta actividad en condiciones basales por fosforilaciones dadas por proteina
quinasa A (PKA) jugando un papel clave en la plasticidad sinaptica y ademas se ha
evidenciado que subunidades como NR2B pueden controlar la cinética de estos
receptores incluyendo su activacion, probabilidad de apertura y cierre (Erreger et al.,
2005).

La subunidad NR1, es la subunidad estructural del NMDAr, ya que se ha evidenciado
gue ninguna de las subunidades NR2 y N3 es capaz de formar un receptor de manera
funcional (Hollmann and Heinemann, 1994). La subunidad NR2A por su parte, se ha
visto muy relacionada con el estado de maduracion de las sinapsis, presentandose en
mayor cantidad en sinapsis maduras, asi como en la eficacia de la transmisién de las
corrientes sinapticas mediadas por NMDA (Pérez-Otafio and Ehlers, 2005). Por su
parte, la subunidad NR2B se ha visto muy incrementada en los primeros estadios del
desarrollo, disminuyendo conforme el organismo madura (Henson et al., 2010).
También se ha evidenciado que esta subunidad esta involucrada en procesos de
plasticidad singptica y LTP en hipocampo (Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Andersen et
al., 2007). Estas propiedades de los receptores ionotrépicos NMDA producen diferentes
efectos a niveles postsingdpticos en cuanto a perfiles diferenciales en vias de
sefalizacion, las cuales contribuyen a una correcta transmisioén sinaptica y plasticidad
(Erreger et al., 2005; Pérez-Otafo and Ehlers, 2005; Andersen et al., 2007).
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Los NMDAr son mediadores esenciales de la plasticidad sinaptica regulando aspectos
del desarrollo y transmision de las sinapsis (Pérez-Otafio and Ehlers, 2005). Sin
embargo excesivamente activados pueden causar la muerte celular en diferentes
escenarios neuropatologicos (Arundine et al., 2004). Especificamente, en un evento de
excitotoxicidad por glutamato la cantidad disponible de las subunidades del receptor
NMDA varian de pendiendo de la edad del individuo y de la region cerebral en particular
incrementando la subunidad NR2B en la corteza cerebral y el hipocampo (Montori et al.,
2010).

Esta subunidad NR2B a pesar de estar muy relacionada con el estado de maduracién
de la sinapsis y en plasticidad sinaptica (Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Henson et al.,
2010) juega un papel dual en eventos de isquemia cerebral o excitotoxicidad por
glutamato. Los receptores NMDA extrasinapticos que contienen la subunidad NR2B
normalmente se encuentran asociados e inhibiendo al complejo de sefalizacion de
muerte (DSC). Cuando se generan procesos de despolarizacién neuronal dado por la
excitotoxicidad estos receptores se sobreactivan incrementando el influjo de
Ca”* provocando la activacién de la quinasa de la proteina asociada a muerte (DAPK),
que a su vez fosforila al receptor NMDA en el residuo Serina 1303 (S**%) lo que genera
que el complejo DSC se libere y active las rutas de sefializacion de muerte celular
(Martin and Wang, 2010).
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Figura 2. Estructura comun del receptor NMDA.
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Los receptores NMDA estan formados por cuatro subunidades, dos del tipo N1 y dos NR2 y/o NR3. El
glutamato, asi como los agonistas (Glicina y D-Serina) y antagonistas (MK-801) del receptor se unen en
un residuo de la subunidad NR2. Los sitios de unién al Mg™ y Zn"* residen en el interior del canal

(Tomado de Rivera-Lee y Lopez-Colome, 2005).

La localizacion del receptor en sinapsis depende de una serie de interacciones con
diferentes tipos de proteinas (Wenthold et al., 2003). Un grupo de proteinas que se une
directamente a receptores NMDA y que son componentes abundantes de las
densidades post-sinapticas (PSD), son la familia de proteinas guanilato-quinasas
asociadas a membrana (MAGUKSs), de las cuales la proteina de densidad post-
singptica 95 (PSD-95), la proteina de densidad postsinaptica 93 (PSD-93), la
proteina asociada a sinapsis 97 (SAP97) y la SAP102 se encuentran ampliamente

caracterizadas (Kornau et al., 1995). Estas proteinas tienen tres dominios: Un dominio
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GK (Guanilato quinasa), un dominio SH3 (Src-homology-3), y un ultimo dominio PDZ
(PSD-95/Dlg/z01) a través del cual se asocian a receptores NMDA, actuando como
proteinas de andamio (Sheng and Sala, 2001).

En un modelo de excitotoxicidad, la excesiva activacion de NMDA-NR2B lleva a un
incremento de calcio intracelular, lo cual resulta en la activacion de la calpaina, una
proteasa importante mediadora de la toxicidad celular (Simpkins et al., 2003; Gascon
et al., 2008). Esta proteasa corta eficientemente la regién C-terminal de la subunidad
NR2A y NR2B, produciendo subunidades que carecen de secuencias importantes para
la formacion de complejos de sefializacion en la membrana post-sinaptica (Guttmann, et
al., 2001). El resultado final es el desacople de los receptores NMDA con proteinas de
andamio como PSD-95, afectando la organizacion estructural de la PSD, lo cual tiene
un gran impacto sobre las funciones sinapticas acopladas a receptores NMDA (Gascon
et al., 2008).

5. 2 .2. Proteina post-sinaptica 95 (PSD-95)

La proteina postsinaptica 95 (PSD-95) es una de las proteinas tipo MAGUK
(membrane-associated guanylate kinase) (Chen et al., 2000) con multiples dominios de
interaccidn proteina-proteina, la cual se encuentra en mayor cantidad en las densidades
postsingpticas (PSD) que regulan de manera critica de la estabilizacion y/o liberacion
de varios tipos de receptores y diferentes tipos de proteinas en la sinapsis entre ellas el
receptor NMDA (Schluter et al., 2006; Kornau et al., 1995).

PSD-95 posee diversas funciones sinapticas. Una de esas funciones es interactuar con
proteinas de membrana y regular su localizacion sinaptica. Esta estabiliza proteinas de
membrana interactuando en las sinapsis y suprimiendo su difusién lateral o
internalizacion (Roche et al., 2001; Prybylowski et al., 2005; Bats et al., 2007). Ademas
de su papel en el trafico de proteinas de sinapsis, PSD-95 puede regular las
propiedades funcionales de las proteinas de membrana con las que interactla, esto
evidenciado en estudios donde existen cambios en el bloqueo de los receptores NMDA
dependiente de PSD-95 (Lin et al., 2006).
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Asi mismo, PSD-95 incrementa la incorporacion en sinapsis de los AMPAr en neuronas
corticales e hipocampales, por ende generando un incremento del LTP dependiente de
los receptores NMDA (Beique and Andrade, 2003; Stein, 2003).

En nuestro grupo de investigacion se ha encontrado que después de una isquemia
cerebral disminuye PSD-95, lo cual indica perdida de la estabilidad de proteinas de
sinapsis, apoyado con una pérdida de asociacion con subunidades de receptores
NMDA y AMPA (NR2B y GIuR2/3 respectivamente) (Gutiérrez-Vargas et al., en

preparacion).

5. 3. Factores troficos e isquemia cerebral

Los factores troficos o factores de crecimiento, son proteinas o péptidos que son
sintetizados naturalmente por los organismos, cuya funcion principal es estimular el
crecimiento, madurez y sobrevivencia de las células y estan involucrados en otros tipos
de eventos celulares y fisioldgicos. Entre los mas conocidos estan el factor de
crecimiento tipo insulina (IGF), la proteina morfogenética del hueso (BMP), el factor de
necrosis tumoral a (TNF- a), entre otros (Baird, 1993). En el sistema nervioso se han
caracterizado ampliamente el factor de crecimiento neuronal (NGF) y el factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) (Patterson and Nawa, 1993; Cunha et al.,
2010).

En isquemia cerebral, se ha visto que los factores tréficos juegan un papel muy
importante como agentes protectores dentro del sistema nervioso, modificando la
respuesta de muerte neuronal a través de la activacion de vias de supervivencia y

diferenciacion neuronal (Yuen and Mobley, 1996).
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5. 3. 1. Factor Neurotrofico derivado de cerebro (BDNF)

El BDNF, es una proteina que normalmente es sintetizada como una molécula
inmadura (pre-proBDNF) la cual es clivada en el reticulo endoplasméatico en una
molécula de 32 KDa (proBDNF), y finalmente es transformado en una molécula de
14KDa luego de un segundo corte (BDNF maduro) (Lessmann et al., 2003; Cunha et
al., 2010). El BDNF es una molécula que se libera al sistema nervioso en una forma
dependiente de actividad y su localizacion intracelular es normalmente
somatodendritica aunque muchas veces se encuentra en dendritas (Yang et al., 2009;
Cunha et al., 2010)

El BDNF se une y activa dos tipos de receptores a nivel pre y post-sinaptico, estos son
los receptores TrkB (receptor quinasa relacionada con tropomiosina) a los cuales se
une con alta afinidad y los receptores p75"'" por los cuales tiene menor afinidad.
Normalmente, su actividad ha sido muy relacionada a través de la activacion del
receptor TrkB generando la activacion de vias de sefializacion que involucran moléculas
como fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), miembros de la familia de la quinasa de la
proteina activada por mitogeno (MAPK), el factor de transcripcion CREB, el blanco de
rapamicina de mamifero (MTOR) entre otras. Moléculas muy asociadas con el
mantenimiento de la supervivencia, la proliferacion celular y la regulacion post-
traduccional de proteinas implicadas en la homeostasis celular (Cunha et al., 2010). La
activacion e interaccién de estas proteinas también genera que se activen diferentes
canales i6nicos para Na*, Ca®*, K"y la fosforilacién de los receptores NMDA en una via
dependiente de Fyn (proto-oncogen tirosina quinasa), potenciando la transmision
glutamatérgica resultando en despolarizaciones que contribuyen y facilitan el LTP
(Cunha et al., 2010)

El BDNF se ha visto ser una molécula neuroprotectora en eventos de isquemia cerebral
mediante la regulacion corriente arriba de los receptores TrkB y proteinas pro y

antiapoptoticas como Bax y Bcl-2 respectivamente asi como la modulacion de las
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sinapsis glutamatérgicas en la zona de penumbra (Zhang and Pardidge, 2001; Mehta et
al., 2007).

5. 4. Hipocampo, aprendizaje y memoria espacial

El hipocampo, es una estructura dividida en cuatro regiones denominadas CAl, CA2,
CAS3 y giro dentado (Ver Figura 3). Este juega un papel importante en la formacion de
varios tipos de memoria como la memoria declarativa (memoria a largo plazo que puede
ser conscientemente traida con los hechos y los eventos pasados) (Squire et al., 2004),
asi como la memoria espacial (la cual trae a colacion mapas cognitivos y su uso en la

navegacion a traves del espacio (Burgess et al., 2002) (Ver Figura 4).

De todas las propiedades de las sinapsis hipocampales, la habilidad de responder a
patrones especificos de activacibn con un incremento de larga duracion (LTP) o
disminucién en la eficacia sinaptica (LTD) genera que estas se puedan modular por la
actividad y por una amplia red de neuromoduladores (NMDA, glutamato, entre otros) y
proteinas (como dominios PDZ, activadores de la proteina quinasa A, PKA, AMPAr,
NMDAr, etc.) actuando en las neuronas pre o post-sinapticas (Andersen et al., 2007,
Cunha et al., 2010).

Ya que el glutamato es el neurotransmisor por excelencia de las sinapsis excitatorias
rapidas, estas propiedades promueven que los receptores ionotrépicos como NMDA
tengan un papel clave en procesos de LTP y formacién de la memoria en el hipocampo
(Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Andersen et al., 2007).

La plasticidad sinaptica muestra entonces que, gracias a diferentes tipos de proteinas
de adhesion (Salinas and Price, 2005), de remodelamiento de citoesqueleto
(Anastasiadis, 2007; Curtis de, 2007; Hoogenraad and Bradke, 2009), receptores de
glutamato (Geiger et al., 1995; Ladecola, 1997; Erreger et al., 2005), quinasas y
fosfatasas (Wang, et al., 2003; Jung et al., 2004; Cunha et al.,, 2010) se pueden
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favorecer los mecanismos que subyacen al aprendizaje y memoria espacial dentro del

hipocampo (Lynch, 2004).

Figura 3. Anatomia basica del hipocampo.
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El hipocampo y sus cuatro zonas caracteristicas: las regiones CA1, CA2, CA3, y el giro dentado poseen
diferentes tipos de fibras nerviosas que inervan las diferentes zonas desde el hipocampo y hacia otras
zonas cerebrales. Estas fibras conectan para generar diferentes tipos de comportamientos, entre ellos el

aprendizaje y memoria espacial (Modificado de Murphy and Corbett, 2010).
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Todas estas teorias hacen predicciones muy probables acerca de como la actividad
celular funciona durante la navegacion espacial y la memoria declarativa y el impacto
de lo que un dafio hipocampal sobre esta estructura generaria en este tipo de
memorias. Esto se ha evidenciado en isquemia cerebral donde un incremento
extracelular en los niveles de glutamato e intracelular de Ca?* producen un completo
desequilibrio en vias de sefializacién (Krupp et al., 1999; Calabresi et al., 2003; Lo et
al., 2003; Wang et al., 2003; Jung et al., 2004; Berberich et al., 2006; Hossman, 2008)
conduciendo a la muerte celular y a la disfuncion de la actividad hipocampal cuando no
hay un mecanismo que induzca una proteccion frente a estos factores (Lo et al., 2003;
Lynch, 2004).

Figura 4. Categorias cualitativas de la memoria.
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La memoria posee dos grandes tipos de jerarquias dependiendo del tipo de asociacién que tenga con la
conciencia del individuo: La memoria declarativa se asocia a la conciencia y trae recuerdos dados por
episodios, la historia, palabras y significados. La memoria no declarativa no se asocia a la conciencia y
trae a colacion cualidades como las habilidades motoras, las asociaciones de las cosas, entre otras
(Modificado de Dale Purves et al., 2008).
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5. 5. Neuroproteccién en isquemia cerebral

La neuroproteccion en isquemia cerebral se ha dirigido a diferentes tipos de métodos
hacia blancos proteicos y génicos que en su momento se han visto ser prometedores
como tratamiento. Estos tratamientos se han visto muy enfocados en diferentes
ventanas temporales después de ocurrido el evento isquémico y donde actdan
diferentes protagonistas caracteristicos como el Ca?*, K*, Na*, moléculas de estrés
oxidativo como los radicales libres, el 6xido nitrico, el glutamato, proteinas de adhesion

celular asi como ciertas moléculas pro y antiapoptoticas (Mehta et al., 2007).

Todo esto ha llevado al desarrollo de diferentes farmacos como el MK-801 (inhibidor de
NMDAr), el YM-872 (inhibidor de AMPAr), clomethiazole (agonista de GABA), entre
otros. Sin embargo, el tratamiento con estos tipos de farmacos no ha podido reproducir
buenos efectos en pacientes que han sufrido un evento isquémico, ya que las
concentraciones de las drogas y los tiempos de administracién de estas no han podido

reproducir una terapia neuronal efectiva (Ginsberg, 2008).

5.5. 1. Estatinas

La necesidad de establecer una estrategia de proteccion eficaz ha incluido en un rango
considerable de estudios a las estatinas, quienes son inhibidoras selectivas de la
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutari  CoA (HMG-CoA) reductasa la cual participa
directamente en la produccion de L-mevalonato dentro de la ruta de sintesis de

colesterol y derivados isoprenoides en el higado (Liao, 2002).

Fuera de su uso convencional en la reduccion del colesterol, las estatinas han sido
ampliamente utilizadas en muchas otras aplicaciones clinicas, como en accidentes
cerebrovasculares (Ovbiagele et al., 2007), trauma craneoencefélico (Wang et al.,
2007), enfermedad de Alzheimer (Lo et al., 2003), y la enfermedad de Parkinson

(Hernandez-Romero et al.,, 2008). Esto gracias a que las estatinas ejercen
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neuroproteccion a través de diferentes efectos independientes a la reducciéon en la
sintesis del colesterol, denominados efectos pleiotropicos. Por la inhibicion de la
conversion de HMG-CoA a L-mevalonato, las estatinas bloquean la sintesis de
importantes  isoprenoides, tales como el farnesilpirofosfato (FPP) vy
geranilgeranilpirofosfato (GGPP), los cuales son intermediarios importantes para la
modificacion post-traduccional de las RhoGTPasas (RhoA, Rac, y Cdc42) (Wang et al.,
2008) (Figura 5).

5.5. 1. 1. Efectos pleiotropicos de la estatinas en isquemia cerebral

El tratamiento con estatinas ha demostrado incrementar la neurogénesis y
sinaptogénesis sin alteran los niveles de colesterol (Chen et al., 2003, 2005; Lu et al.,
2004, 2007). También se ha evidenciado que las estatinas inducen neuroproteccion por
la liberacion de factores tréficos como el BDNF (Wu et al., 2008). Estudios realizados
tanto in vitro como in vivo han mostrado que estas inducen la activacién de vias de
supervivencia a través de proteina quinasa B (PKB/Akt) (Kureishi et al., 2000; Dimmeler
et al., 2001) la cual puede tener efectos neuroprotectores inclusive en la enfermedad de
Alzheimer donde se ha visto que las estatinas inhiben a la quinasa de la sintasa de
glicégeno 3B (GSK-3B) disminuyendo el B-amiloide (Jope et al., 2007; Salins et al.,
2007).

Las estatinas han mostrado tener efectos benéficos a nivel fisiolégico a través de la
produccion del 6xido nitrico (ON) por la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS),
que a su vez es activada por GSK-3p, lo cual genera que haya una vasodilatacion y se
activen vias de sefializacién de supervivencia en el sistema vascular (Kureishi et al.,
2000; Eggermont et al., 2006).

Estudios realizados en nuestro grupo de investigacion nos han permitido concluir en un
modelo de isquemia cerebral focal en rata, que el pos-tratamiento con atorvastatina
reduce el volumen de infarto hasta un 60% a las 24 horas post-isquemia, con un
significativo bloqueo de la pérdida neuronal, disminucibn de marcadores de

neurodegeneracion, ademas de favorecer la recuperacion de procesos neuriticos en
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cultivos primarios de corteza cerebral alterados tras un estimulo excitotéxico con

glutamato (Céspedes-Rubio et al., 2010).

Ante la ventaja terapéutica que esto implica y al poco conocimiento de la accion de las
estatinas en reparacion cerebral, es necesario profundizar en los efectos bioquimicos

y tisulares, ademés de evaluar el efecto funcional de estos farmacos sobre la sinapsis.
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Figura 5. Esquema representativo del efecto de las estatinas sobre el

metabolismo de lipidos y sus efectos.
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Geranyl-
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El efecto pleiotropico de las estatinas se manifiesta a través de diferentes vias de sefializacion hasta
ahora caracterizadas. Estas vias implican moléculas tan importantes como PKB/Akt, el ON, Rho

GTPasas, receptores de TNF y factores de transcripcién como NF-«kf (Tomado de Van der Most et al.,
2009).
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6. 1.

6. 2.

6. HIPOTESIS

Ho: El tratamiento con atorvastatina no mejora el déficit de aprendizaje y

memoria espacial en ratas con isquemia cerebral focal transitoria.

H,: El tratamiento con atorvastatina mejora el déficit de aprendizaje y memoria

espacial en ratas con isquemia cerebral focal transitoria.

Ho: El tratamiento con atorvastatina no restaura complejos moleculares
singpticos (NR2B/PSD-95) y niveles de BDNF luego de una isquemia cerebral

focal.

H,: El tratamiento con atorvastatina restaura complejos moleculares sinapticos

(NR2B/PSD-95) y niveles de BDNF luego de una isquemia cerebral focal.
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7. OBJETIVOS

7.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto neuroprotector de la atorvastatina sobre proteinas implicadas en
plasticidad sinptica y procesos de aprendizaje y memoria espacial en un modelo de

isquemia cerebral focal transitoria en rata.

7. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el aprendizaje y memoria espacial mediante el laberinto acuatico de

Morris en animales isquémicos tratados con atorvastatina

2. Evaluar la poblacion neuronal y neurodegeneracion 12 dias post-isquemia en las

areas de lesion generadas en ratas isquémicas tratadas con atorvastatina.

3. Evaluar el efecto celular y bioquimico de la atorvastatina sobre proteinas
implicadas en sobrevivencia y plasticidad neuronal (BDNF, PSD-95, NR2B, MAP-

2) en ratas con isquemia cerebral focal transitoria.
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8. MATERIALES Y METODOS
8. 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En este trabajo se utilizé un total de 40 ratas Wistar macho, debido a que los cambios
hormonales en las ratas hembras producen variabilidad en estudios de neuroproteccion
luego de una isquemia cerebral (Wappler et al., 2010). Las ratas Wistar
“Rattus novergicus albinus” utilizadas provienen de una colonia exogamica, criadas en
condiciones SPF (Specific Pathogen Free) en el bioterio de la Sede de Investigacion
Universitaria (SIU), Universidad de Antioquia. Los animales estuvieron alojados en cajas
de policarbonato, en grupos de maximo cinco animales por caja, donde recibieron agua
y comida ad libitum. Los animales fueron manipulados de acuerdo con las normativas
de protecciéon animal en Colombia (Ley 84 de 1989 y resolucion 8430 de 1993),
teniendo especial cuidado en minimizar el sufrimiento y reducir el nimero de animales
empleados. Ademas, el proyecto cumplié con los lineamientos establecidos por el
Comité de Etica para la Experimentacion con Animales de la Universidad de Antioquia.
Los animales usados fueron adultos jévenes de 8 semanas de edad, con peso (3509) y

talla homogénea en el experimento.
8. 2. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO, TRATAMIENTO CON ATORVASTATINA

La realizacion de las cirugias se llevo a cabo en el &rea de experimentacion del Grupo
de Neurociencias de Antioquia en el bioterio SPF de la sede de investigacion
universitaria (SIU). Las 40 ratas inicialmente se seleccionaron aleatoriamente en 4
grupos experimentales cada uno con un n=10 individuos (ver tabla 1) de la siguiente

manera:

El primer grupo fueron animales control SHAM-PLACEBO (SP): Se les realiz6 una
incision a nivel del cuello exponiendo las dos arterias cardtidas comunes donde la
derecha fue ocluida 15 minutos con una pinza vascular. Luego de esto, se liberd la

pinza para que hubiese reperfusion (Animales control). Los animales recibieron un
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placebo via oral a través de sonda esofégica, carboximetilcelulosa a una concentracion

de 10mg/Kg de peso.

El segundo grupo fueron animales SHAM-ATORVASTATINA (SA), los cuales
corresponden a animales control tratados via oral con atorvastatina a una concentracion

de 10mg/Kg de peso.

El tercer grupo, animales ISQUEMIA-PLACEBO (IP). A estos animales se les indujo una
isquemia focal llevada a cabo mediante el modelo de la oclusion transitoria de la arteria
cerebral media (t-MCAO), adaptada de previos estudios (Gutiérrez-Vargas et al., 2010)
e implementando ligeras modificaciones para optimizar el procedimiento. La arteria
carotida comun derecha (ACC) fue expuesta y aislada cuidadosamente del nervio vago
(NV); también la arteria carétida externa derecha (ACE) y la arteria cardtida interna
derecha (ACI) fueron expuestas y aisladas. Las arterias faringea ascendente, tiroidea
superior y occipital, ramas de la ACE fueron cauterizadas por electrocoagulacion
(AARON® bipolar cautery). La arteria pterigopalatina, primera rama de la ACI fue
aislada. La porcion distal de la ACE fue ligada con nylon 6/0 vy cortada. Un nylon
monofilamento 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, USA) previamente redondeado en
uno de sus extremos mediante flameado y recubierto con una solucién de poli-L-Lisina
(0.1% [wt/vol]) en agua desionizada; Sigma), fue insertado desde la ACE hacia la ACI
para ocluir la ACM y su origen, avanzando 17-19 milimetros. Posteriormente, se verifico
que el monofilamento no hubiese quedado dentro de la arteria pterigopalatina. La
incision fue suturada dejando protruir 1 cm. el monofilamento. Después de 60 minutos,
el nylon fue removido permitiendo la reperfusion. Estos animales recibieron la

carboximetilcelulosa (10mg/Kg de peso) como placebo (Figura 6).

El cuarto grupo ISQUEMIA-ATORVASTATINA (IA), fueron animales a los cuales se les
indujo la isquemia tal y como se describio anteriormente (Figura 6) y tratados via oral
con atorvastatina (10mg/Kg de peso) ya que estudios anteriores en el laboratorio de
Neurociencias de Antioquia han mostrado resultados promisorios con esta

concentracion (Céspedes-Rubio et al., 2010; Gutiérrez-Vargas et al., 2010).
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Todos los animales se sometieron a la respectiva intervencién quirtrgica bajo anestesia
con una mezcla de ketamina (60 mg/kg)/ xilacina (5 mg/kg) inyectada
intraperitonealmente y atropina (0.1 mg /kg) via subcutédnea; posteriormente las ratas
recibieron una mezcla de 2-4% de isoflurano y 96% de oxigeno a través de una
maquina de anestesia inhalatoria (VMC ™ Table top gas Anesthesia Instrument) como
mantenimiento. Al finalizar la cirugia, cada animal fue trasladado a una manta de
calentamiento a 37°C para evitar que entraran en hipotermia (Céspedes-Rubio et al.,
2010; Gutiérrez-Vargas et al., 2010).

Seis horas post-cirugia, todos los animales (SP, SA, IP e IA) recibieron la primera
dosis de atorvastatina calcica (Lipitor ® — Pfizer) o del placebo, segun correspondiera.

La dosificacion se mantuvo hasta las 72 horas, administrando una dosis diaria.

Tabla 1: Numero de animales que se utilizd para cada tratamiento.

TRATAMIENTO Sham Sham Isquemia Isquemia
placebo Atorvastatina Placebo Atorvastatina
NUMERO DE 10 10 10 10
ANIMALES
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Figura 6. Modelo de isquemia cerebral focal transitoria a partir de la
implementacion de t-MCAO.

Oclusion transitoria de la arteria cerebral media (t-MCAQO)

a. Anestesia inhalatoria b. Aislamiento glandulas y musculos c. Aislamiento la ACC del NV

d. Aislamiento y doble ligadura
en la ACE

g. Nylon recubierto con poli-L-lisina
desde la ACE hasta la ACM

h. Sutura y protucién del nylon i. Post-operatorio

Metodologia implementada para la oclusion de la arteria cerebral media.

Area de neurobiologia celular y molecular. Grupo de Neurociencias de Antioquia.
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8. 3. EVALUACION NEUROLOGICA

Seis horas después de la cirugia se realizé la primera evaluacién neurolégica de siete
puntos (de 0 a 6) a todos los animales (Yrjanheikki, J. et al.,2005) para valorar el déficit
neurologico post-isquemia. Los puntajes con sus respectivas valoraciones se describen

en la Tabla 2

Esta evaluacion se siguio realizando todos los dias hasta el dia anterior de inicio del
laberinto acuatico de Morris (dia 6 post-isquemia).

Tabla 2: Niveles de puntuacion de la evaluacion neuroldgica respecto a los diferentes

tipos de movimiento a partir de las 6 horas post-isquemia (Yrjanheikki et al.; 2005).

PUNTUACION DESCRIPCION
0 Ningun movimiento espontaneo
1 Ciclando de forma espontanea hacia el

lado parésico

2 Dando vueltas hacia el lado parésico

cuando son halados por la cola

3 Dando vueltas hacia el lado parésico si se

tiray se levanta por la cola

4 Resistencia reducida de empuje lateral

hacia el lado parésico

5 Flexiéon constante de la extremidad
anterior contralateral al hemisferio

lesionado

6 Extension normal de las dos patas
delanteras hacia el suelo cuando se

levanta
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8. 4. LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

La evaluacion comportamental de los animales fue realizada por medio del laberinto
acuatico de Morris (D’Hooge and De Deyn, 2001; Morris, 1984; Vorhees and Williams,
2006) con algunas modificaciones teniendo en cuenta la necesidad de ajustar la

evaluacion al modelo de isquemia implementado.

Inicialmente todos los animales se acondicionaron a la presencia y olor del
experimentador 7 dias antes de la prueba (7 dias post-isquemia), 30 segundos por
animal, para garantizar un mejor reconocimiento por parte de estos y evitar al maximo
los niveles de estrés. Aunque este no logra impactar negativamente el desarrollo
adecuado de la medicién, ademas de que en el disefio experimental se cuenta con un

grupo control de referencia en la fase de entrenamiento (Ver nota 1).

NOTAL: Vale aclarar ademas de esto, que las variables como el olor fueron controladas
mediante una exhaustiva limpieza de la sala de experimentacion antes de la prueba y
que el olor del experimentador se mantuvo de una forma neutra para que este no

influyera sobre el comportamiento del animal.

Posteriormente, se utiliz6 una piscina completamente negra y esférica de 2m de
diametro y 0.6m de profundidad en la cual se coloc6 una plataforma del mismo color de
10cm de diametro y 48 cm de largo en uno de los cuadrantes de la piscina (la parte sur-
oeste). Luego, se marcaron los 4 puntos cardinales (N, S, E, O), se registr6 el
movimiento de los animales a través de una video camara y los datos (Tiempo de
latencia de llegada a la plataforma, y distancia) fueron registrados a través del software
VIDEOTRACK v3 Automated Behavioral Analysis (ViewPoint Life Sciences).

El protocolo consistio de tres fases fundamentales:

- Aprendizaje: primera fase de la prueba con 2 entrenamientos diarios, consistente en
accesos aleatorios por los 4 puntos cardinales, terminando solo cuando el promedio

general de los animales estuvo por debajo de 20 segundos de latencia.
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- Retencioén: Segunda fase, la cual es sin la presencia de la plataforma y mide durante
60 segundos el numero de veces que el animal cruza por el sitio donde estaba
previamente la plataforma. En esta prueba, se considera en el software la zona donde
inicialmente estuvo la plataforma y ademas se hacen tres amplificaciones consecutivas
de esta, dando como resultado una zona dos veces mas grande (2x), tres veces mas
grande (3x), y cuatro veces mas grande (4x) que la zona original. Esto con la intencién
de monitorear las areas mas afines para los animales y ver cual es la tendencia de

estos de dirigirse hacia donde inicialmente estaba la plataforma (Figura 7).

- Visible: La tercera fase evalla el reconocimiento visual de la plataforma, estando fuera
del agua y revestida de blanco, asi como la capacidad motora al medir el tiempo de

llegada del animal a ésta.

Una vez terminada la evaluacion de aprendizaje y memoria espacial todos los animales

se sacrificaron para el analisis celular y bioquimico correspondiente.

8. 5. ANALISIS HISTOLOGICO

Un total de 16 animales (n=4) (Ver tabla 3) fueron sometidos a anestesia general
(Xilacina 10mg/kg + Ketamina 90 mg/kg via intraperitoneal) e inmediatamente
perfundidos via intracardiaca con una bomba peristéltica (Varistaltic pump plus-
manostat Barnaut Company), utilizando 300 ml de solucion salina al 0,9% y 300 ml de
paraformaldehido al 4% (0.1 M buffer fosfato salino, pH 7.4) por cada animal. Los
cerebros fueron removidos y post-fijados con paraformaldehido al 4% a 4°C durante 48
horas, luego preservados llevando a cabo un gradiente creciente de sucrosa (7%, 25%,
30%) a 4°C y despues de esto, se colocaron en una solucion criopreservante a -20°C.
Se realizaron cortes coronales de 50 micrometros en un Vibratomo Leica VT1000S
(Leica Microsystems).
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Figura 7. Cronograma y protocolo general para la evaluacion del laberinto

acuatico de Morris.
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Tabla 3: Numero de animales seleccionado para la realizacion de las diferentes

pruebas celulares y moleculares.

Procedimiento Sham- Sham- Isquemia- Isquemia- Total
Placebo Atorva placebo Atorva animales
Analisis celular: Nissl, 4 4 4 4 16
Fluorojade,

inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia

Andlisis bioquimico: IP, 6 6 6 6 24
ELISA, Western Blot.
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8. 5. 1. Tincidn histoldgica

Para evaluar la poblacién neuronal, cortes seriados antero-posteriormente por cada
animal fueron montados en laminas portaobjetos y teflidos mediante Nissl (Azul de
Tolouidina, Sigma). Para esto, los cortes fueron hidratados en agua durante 1 minuto y
luego llevados al colorante durante 17 minutos. Posteriormente el exceso de colorante
fue eliminado a partir de un lavado activo en agua durante 1 minuto, y los tejidos fueron
sometidos a una deshidratacion creciente en alcoholes del 70% (2 minutos), 96% (2
minutos) y 100% (4 minutos). Por ultimo, las laminas se sumergieron en xileno durante
10 minutos y se sellaron con Consult-Mount® (Thermo Shandon). Los tejidos fueron
observados y analizados a través de un microscopio de luz (Nikon eclipse E200), y las

imagenes se capturaron utilizando una camara digital Nikon (Sight DS-L1).

Para determinar las zonas en degeneracion producto de la isquemia cerebral, se realizo

la tincién de fluoro-jade (Schmued et al., 2000), el cual es un fluorescente polianionico
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que tifie especificamente neuronas en degeneracion por su aumento en la acidez
metabdlica, dando células Fluoro-Jade positivo detectado bajo fluorescencia verde

brillante en un microscopio de fluorescencia (Olympus IX 81).
8. 5. 2. Inmunohistoquimica

Inicialmente los cortes cerebrales de los grupos experimentales se trataron con metanol
y peréxido de hidrogeno (H,0O) en buffer fosfato salino (PBS) 0.1 M (pH 7.4) para evitar
actividad de la peroxidasa enddgena. Posteriormente se llevaron a cabo tres lavados
con Tritébn X-100 0.3% (v/v) en PBS 0.1 M para aumentar la permeabilidad de los tejidos
y se incubaron 30 minutos con 0,5% (v/v) Triton X-100 en PBS 0.1 M. Luego se
volvieron a lavar con Triton X-100 0.3% (v/v) en PBS 0.1 M. otras tres veces. Los sitios
inespecificos se bloquearon mediante preincubacién con BSA (1%) y Tritdbn X-100 0.3%
(v/iv) en PBS 0.1 M durante 1 hora. Los cortes se incubaron 24 horas con los
anticuerpos primarios (NeuN 1:500; MAP2 1:1000) diluidos en solucion de incubacién
(PBS 0.1 M con 0.3% (v/v) de Triton X-100 y BSA al 0.3%) a 4°C. Luego se lavaron 5
veces y se incubaron con los anticuerpos secundarios (mouse biotina 1:250; rabbit
biotina 1:250) durante 1 hora a temperatura ambiente y posterior a esto se incubaron 1
hora con un complejo Avidina-Biotina (PIERCE®; 1:250 del reactivo A y B), se lavaron
nuevamente y se revelaron con una reaccion cromogénica DBA (Diaminobencidina) en
peréxido de hidrogeno 0,01%. En el procedimiento se realizé un control negativo para
cada grupo experimental y para cada anticuerpo primario utilizado, siguiendo el mismo

protocolo pero sin la incubacion con el anticuerpo primario respectivo.

Los cortes fueron montados en laminas portaobjetos, dejando secar durante 24 horas a
RT, y se les realizdé una deshidratacién creciente con agua, alcoholes (70%,96%,100%)
y xileno. Finalmente las placas fueron selladas con Consult-Mount® (Thermo Shandon),
analizadas a través del microscopio de luz (Nikon eclipse E200), y las imagenes se

capturaron utilizando la camara digital Nikon (Sight DS-L1).

La cuantificaciéon de la intensidad de la inmunoreactividad por area seleccionada

(Corteza motora primaria, corteza motora secundaria, estriado, CAl, CA2, CA3 y Giro
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dentado de hipocampo) fue determinada en un &rea total de 1228800 mm?, &rea total
de la imagen en 40x y analizada mediante el programa Image J (NIH software) en la
imagen pasada a un sistema binario (imagen a blanco y negro) a través de las
opciones: 1. Image/Adjust/Brightness-contrast. 2. Process/Binary/Make binary. 3.

Analyze/Analyze particles.
8. 5. 3. Inmunofluorescenciay analisis de clusters

Los cortes de cerebro en bregmas especificos donde fue observada la lesion fueron
inicialmente calentados (80°C) en Tris 10mM pH 6 para incrementar la exposicion del
antigeno, y luego tratados con cloruro de amonio (NH4Cl) durante 20 minutos para
evitar la autofluorecencia. Se realizaron tres lavados con Triton X-100 (0.3% v/v) en
PBS 0.1 M. Para aumentar la permeabilidad de los tejidos, estos se incubaron 30
minutos con Triton X-100 (0,5% v/v) en PBS 0.1 M. Los sitios inespecificos de union al
anticuerpo fueron bloqueados usando BSA (3%) y Tritbn X-100 (0.3% v/v) en PBS
durante 60 minutos. Los cortes fueron luego incubados toda la noche a 4°C con los
respectivos anticuerpos primarios anti-NR2B (policlonal rabbit 1:250), anti-PSD95
(monoclonal mouse 1:500, Calbiochem). Después de tres lavados con Tritdbn X-100
(0.3% v/v) en PBS, los tejidos fueron incubados con anticuerpos secundarios: rabbit
alexa fluor 594, y mouse alexa fluor 488 (Molecular probes, 1:1000) 90 minutos a RT y
Hoechst (Sigma 1:1000) adicionado durante los ultimos 15 minutos de incubacién. Para
finalizar, se realizaron lavados con PBS y los tejidos se montaron en laminas
portaobjetos usando Gel Mount™ (Biomeda) en condiciones de oscuridad. En el
procedimiento se realizé un control negativo para cada grupo experimental y para cada
anticuerpo primario utilizado, siguiendo el mismo protocolo pero sin la incubacién con el
anticuerpo primario respectivo y el hoechst. Los tejidos fueron observados en un
microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX 81, y el analisis de las imagenes

fue llevado a cabo usando el software Image Scope Pro AMS 6.1 (Media Cybernetics).

Para el analisis por fluorescencia de NR2B y PSD-95, las imagenes se analizaron con el
programa Image J (Image J — National Institute of Health). Para esto, inicialmente se

43



tomaron las imagenes originales y se contrastaron de tal forma que en la imagen
Gnicamente aparecieran los clusters (Puntos mas brillantes). Luego se pasé a un
sistema binario (Blanco y negro). Esto se realiz6 en 15 células por animal para la region
de la corteza motora, primaria donde se analizo, el tamafio de cada cluster de cada

célula y el nimero de estos cluster por célula.

8. 6. ANALISIS BIOQUIMICO

Un total de 24 animales (n=6) (ver tabla 3) fueron sacrificados por decapitacién bajo
anestesia general (Xilacina 10mg/kg; Ketamina 90 mg/kg), y sus cerebros fueron
removidos rapidamente. La corteza cerebral y el hipocampo fueron aislados y
homogenizados en tampdn de lisis (NaCl 150 mM, Tris 20 mM pH 7.4, EDTA 1 mM,
Glicerol 10%, NP40 1%). Las muestras permanecieron siempre en un ambiente frio
para evitar la degradacion de las proteinas. Los lisados fueron centrifugados a 13.000
rom durante 3 minutos a 4°C, y las proteinas presentes en el sobrenadante fueron
cuantificadas por el método de Bradford (Fred M. et al., 2003). Posteriormente, los

lisados fueron almacenados a -80°C hasta su posterior analisis.
8. 6. 1. Inmunoprecipitacion de proteinas

Se tomaron entre 250-300 ug de cada uno de los lisados y se incubaron toda la noche a
4°C en agitacion constante con el anticuerpo primario (anti-NR2B) en una relacién
1:250. Posteriormente, se adiciono a cada lisado 30uL de perlas de Proteina A
Sefarosa (Sigma-Aldrich) (la seleccion del tipo de sefarosa se determind de acuerdo al
isétopo del anticuerpo utilizado) incubando durante 2 horas a RT. A continuacion, las
muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 2 minutos a 4°C, se descarto el
sobrenadante y el pellet se lavo 3 veces con tampdn de lisis (500 uL) sin cocktalil
inhibidor de proteasas y fosfatasas, retirando el sobrenadante cada vez. Se reconstituyo
el pellet con tampdn de carga 5X. Finalmente, las muestras fueron calentadas a 95°C

durante 5 minutos, centrifugadas a 13000 rpm y analizadas mediante electroforesis en
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geles de poliacrilamida — dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con una resolucién del
8%. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y éstas fueron
incubadas con los anticuerpos anti-PSD95 (monoclonal mouse 1:1000 Calbiochem),
anti-NR2B (policlonal rabbit 1:1000). El lisado total fue usado como control negativo de
precipitacion y también se incluy6 el control de especificidad del IgG. Posteriormente,
las membranas fueron lavadas con TTBS e incubadas con el anticuerpo secundario
(anti — 1gG mouse o anti — IgG rabbit 1:10000) acoplados a peroxidasa durante 1 hora a
RT. La sefal inmunorreactiva fue desarrollada con el sistema de quimioluminiscencia
(PIERCE®) seguida por la exposicién de las membranas a peliculas autorradiogréficas
(Fuji-film). El analisis densitométrico de las bandas obtenidas fue realizado con el
software Quantity one (The Discovery Series™ Quantity One® 1-D Analysis Software-
Bio-Rad). Los resultados de cada membrana fueron normalizados con respecto a los

valores de la cadena pesada de la inmunoglobulina G (IgG).
8. 6. 2. Western blotting

Para el andlisis por western blotting, se llevd a cabo la electroforesis en geles de
poliacrilamida—dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Después de la electroforesis, las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa usando un sistema de
transferencia electroforética (mini Trans — blot Electroforetic Transfer Cell, BioRad,
Hercules, CA, USA) a 300 miliamperios durante 2 horas. Las membranas se bloquearon
y a continuacion se incubaron 24 horas a 4°C con los anticuerpos primarios (NR2B
1:100; PSD95 1:100). Posteriormente, las membranas se lavaron con TTBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario (anti — IgG mouse o anti — IgG rabbit 1:10000)
acoplados a peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente. La sefal
inmunorreactiva se reveld con un sistema de quimioluminiscencia (PIERCE®) seguida
por la exposicion de las membranas a peliculas autorradiograficas (Amersham®). El
analisis densitométrico de las bandas obtenidas se realizo con el software Quantity one

(The Discovery Series™ Quantity One® 1-D Analysis Software-Bio-Rad).
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8. 6. 3. ELISA

El inmunoensayo por ELISA se realiz6 para cuantificar los niveles de BDNF en los
cuatro diferentes tratamientos SP, SA, IP e IA utilizando un kit comercial (BDNF Emax
ImmunoAssay System; Promega Corp., Madison, WI) y siguiendo las especificaciones
detalladas en este. Para esto, se tom6 un plato multi-pozo de 96 pozos, se inmunizé
con el anticuerpo para BDNF (1:1000) y se incub6 toda la noche a 4°C. Se lavo 3 veces
con TTBS (buffer fosfato+Tween 1%). Luego se tratd con una solucion de y se incubo 1

hora a temperatura ambiente.

Después de la incubacion, se lavd 3 veces con TTBS, se colocaron los lisados () de las
proteinas junto con los estandares y se incubo 1 hora a temperatura ambiente. Seguido
a esto, se lavd 5 veces con TTBS, se adicion6 anti human-BDNF pAb (1:500) en los
pozos, se incubo 2horas a temperatura ambiente en agitacion constante. Luego se lavo
otras 5 veces con TTBS, se adicioné IgY HRP y se incubo 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion constante (500rpm). Transcurrida la hora, se lavé con TTBS otras
cinco veces, se adiciono a cada pozo de TMB one solution para revelar la reaccion y se
incubo 10 minutos. La reaccion se detuvo adicionando HCL (1N) en el mismo orden que
se adiciond el TMB y se incubd por 30 minutos. Las muestran se llevaron a un lector

con absorbancia de 480nm.

8. 7. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de significancia de los datos se utilizé el paquete estadistico SPSS

Statistics version 19.0.

Para el analisis del laberinto acuatico de Morris se tom6 un n=9. Este nimero inicial
(n=9) se dividi6 en un n=4 y n=5 para el andlisis histolégico y bioquimico

respectivamente.; n es el nimero de animales por grupo.
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La prueba de homogeneidad de varianzas se aplic6 dentro de todo el estudio para

determinar cudles datos seguian una distribucién normal

Datos obtenidos a partir del laberinto acuéatico de Morris: se realiz6 una ANOVA de
medias repetidas, analisis de homogeneidad de varianzas y andlisis post hoc de Tukey
para los datos de latencia, distancia y velocidad en la prueba de aprendizaje y visible.
Para la prueba de retencidon se realiz6 una ANOVA de un factor asi como prueba de

homogeneidad de varianzas y analisis post hoc de Tukey.

Para los datos obtenidos por inmunohistoquimica, Inmunoprecipitacion y ELISA se
realiz6 Un ANOVA de un factor, asi como un analisis de homogeneidad de varianzas y

andlisis post hock de Tukey.

Para todos los andlisis estadisticos se utilizé una significancia estadistica p=0.05.
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9. RESULTADOS

9. 1. Evaluacion neuroldgica

La evaluacion neuroldgica de todos los animales se realizo a partir de las 6 horas post-
isquemia. Esta evaluacion estuvo fundamentada en el protocolo de Yrjanheikki que
mantiene una puntuacion que va de 0 (Donde no hay ningun tipo de movimiento
espontaneo) a 6 (donde hay movimientos espontaneos naturales) (ver tabla 2)
(Yrjanheikki, J. et al.,2005).

Los resultados de la evaluacion neurolégica hechos hasta el dia 6 post-isquemia,
muestran que los animales controles SP y SA mantuvieron siempre un puntaje
neurologico de 6 mientras que los animales IP poseen un puntaje promedio de 3 a las
24 horas post-isquemia, llegando a un puntaje promedio de 6 a las 72 horas post-
isquemia aproximadamente. Este puntaje es mejorado tras el tratamiento con
atorvastatina donde se observa que los animales IA tienden a mejorar mas rapido a
partir de las 24 horas post-isquemia con un puntaje de 4, para una recuperacion

practicamente completa a las 48 horas con un puntaje promedio de 6 (Figura 9).
9. 2. Distribucién del dafio neuronal

El dafio neuronal provocado por la oclusion transitoria de la arteria cerebral media
produjo lesion en diferentes zonas cerebrales evaluadas a lo largo del eje antero-
posterior del cerebro de rata. Se encontraron 8 areas infartadas a partir del andlisis
realizado por la tincion de Nissl, fluorojade, NeuN (marcaje de nucleos neuronales) y
MAP-2 (Marcaje de dendritas) en los cuatro animales isquemia placebo. Este dafio
contempla cambios a nivel morfolégico, acidosis metabdlica y perdida de

inmunorreactividad de marcadores estructurales.

Del dafio total generado por la t-MCAO, hay un 20% de dafio (en igual magnitud) para

la corteza motora primaria, para el putamen caudado y para la corteza piriforme. Este
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dafio es seguido en la corteza motora secundaria (15%), las regiones CAl (14%), CA3
(6%), CA2 (5%) y el giro dentado (0%) del hipocampo respectivamente (Figura 5). Estos
porcentajes de dafio provienen de dos bregmas principales que fueron los que mas
mostraron evidencia del dafio neuronal luego de la induccion de la isquemia cerebral
focal: Bregma (-1.30) (Seccion anterior del cerebro) y el bregma (-3.60) (Region medial-

posterior del cerebro) (Figura 8).

Figura 8. Porcentaje de distribucién total del dafio neuronal provocado por la

isquemia cerebral focal.

EM1 mM2

uPCU mPIR

u CA1 wuCA2

u CA3

M1: corteza motora primaria; M2: corteza motora secundaria; PCU: putamen caudado;
PIR: corteza piriforme; GD: giro dentado, CA1, CA2, CA3: regiones hipocampales.
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Figura 9. Evaluacién neuroldgica realizada a partir de las 6 horas post-isquemia.
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9.2.1. Corteza cerebral:

En la region del bregma -1.30, la t--MCAO genera una alteracion morfoldgica evidente
en la corteza motora primaria a través de la tincion de Nissl para animales IP (Figura
10), se observan cuerpos celulares condensados con un marcaje azul oscuro mas
intenso y con una forma de tipo “triangular”, caracteristicas morfolégicas que no son
evidenciadas en los grupos SP y SA (Figura 10 A. a). También se observa a través de
MAP-2, el cual es un marcador de proteinas asociadas a microtubulos que cominmente
marca dendritas, un dafio muy significativo en estos animales IP, ya que su
inmunorreactividad se fragmenta a lo largo de las proyecciones neuronales (Figura 10 A
b) y se pierde la intensidad de la inmunorreactividad (p<0.000) en comparacién con los
grupos SP y SA (Figura 10 A. b; 10 B. a). Asi mismo, para NeuN, marcador nucleos
neuronales, se observa una tendencia hacia una disminucion del marcaje en animales
IP (Figura 10 A. c; 10 B. b). El marcaje con fluorojade dio negativo para esta zona

cerebral a 12 dias post-isquemia para todos los tratamientos IP (Figura 10 A. d)

También se encontro lesion en la corteza motora secundaria, donde en animales IP se
observa el mismo dafio morfoldgico, (Figura 11 A. a), El dafio estructural también es
evidenciado por el marcaje de MAP-2 (p<0.000) a lo largo de las proyecciones
neuronales (Figura 11 A. b; 11 B. a). Ademas, la pérdida del marcaje de NeuN también
es significativa (p=0.04) en estos animales (Figura 11 A. c; 11 B. b). El marcaje con
fluorojade dio negativo en todos los tratamientos, inclusive en los animales IP (Figura
11 A. d).

En la corteza piriforme también se ve un dafio morfolégico con cuerpos celulares
condensados marcados mas intensamente y esta vez de forma alargada para animales
IP (Figura 12 A. a). El dafio estructural se observa en el marcaje de MAP-2 donde se
observa el mismo patrén de inmunorreactividad fragmentada (p=0.02) (Figura 12 B. a) a
lo largo de las proyecciones neuronales (Figura 12 A. b). La pérdida del marcaje de

NeuN es significativa (p=0.018) (Figura 12 A. c; 12 B. b). El marcaje con fluorojade dio
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positivo en estos animales, evidenciando la presencia de acidosis metabdlica en esta

parte del cerebro (Figura 12 A. d).

Por otro lado la atorvastatina revierte estos cambios morfolégicos para estas tres zonas
de la corteza cerebral (Corteza motora secundaria, corteza piriforme y putamen
caudado) (evidenciados por Nissl NeuN y MAP-2) luego de la isquemia cerebral, ya
que la morfologia de las células en animales IA es similar a los grupos SP y SA, los
cuales muestran un cuerpo celular redondo sin nucleos condensados y con un marcaje
azul claro (Figura 10, 11 y 12). Ademas, el patron de distribucion de Ila
inmunorreactividad para MAP-2 es revertido tras el tratamiento con atorvastatina
restaurandose la intensidad de la inmunotincion (Figura 10, 11 y 12). En la corteza
piriforme se observa que el tratamiento con atorvastatina promueve la proteccion del

tejido disminuyendo la acidosis metabdlica provocada por la t-MCAO (Figura 12).
9. 2. 2. Putamen caudado:

Para el putamen caudado se exhibe una morfologia difusa y condensada del tejido en la
tincion de Nissl para animales IP (Figura 13 A. a). En MAP-2 y NeuN el dafio generd un
exceso de fondo en el marcaje para ambas proteinas de forma significativa (p=0.01 y
p<0.000 respectivamente) (Figura 13 A. b y ¢) comparado con los controles SP y SA.
Ademas, se da la presencia de fluorojade positivo, lo que muestra que esta zona
también ha generado una acidosis metabdlica provocado por la isquemia cerebral
(Figura 13 A. d).

El tratamiento con atorvastatina promueve que la forma celular sea redonda, sin
nucleos condensados y con un azul claro por toda la célula (Figura 13). Asi mismo, la
intensidad de la inmunorreactividad y la forma de la distribucion de MAP-2 y NeuN son
restauradas en animales IA (Figura 13). También, en los animales IA, el marcaje de
fluorojade disminuye, mostrando que la acidosis metabdlica disminuye tras el

tratamiento con atorvastatina (Figura 13).
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Figura 10. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la corteza
motora primaria luego de una isquemia cerebral focal.
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A) Imagenes representativas del brema (-1.30) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
(p<<0.00= **; p<0.05=*).
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Figura 11. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la corteza

motora secundaria luego de unaisquemia cerebral focal.
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A) Iméagenes representativas del brema (-1.30) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
(p<0.05=*).

54



Figura 12. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la corteza

piriforme luego de una isquemia cerebral focal.
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A) Imagenes representativas del brema (-1.30) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
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Figura 13. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para el putamen
caudado luego de una isquemia cerebral focal.
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A) Imagenes representativas del brema (-1.30) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)

Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
(p<<0.00= **; p<0.05=%*).
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Todas las areas evaluadas anteriormente en el bregma (-1.30) (corteza motora primaria,
corteza motora secundaria, corteza piriforme y putamen caudado) mostraron los
mismos efectos en la seccién donde se evalud el hipocampo (bregma -3.60). Osea que
el dafilo se mantuvo a lo largo del eje anteroposterior para estas areas evidenciando los
mismos efectos morfologicos celulares para los animales IP. Asi mismo el tratamiento

con atorvastatina revierte esta morfologia anormal (Ver anexos 1 al 7).

9. 2. 3. Hipocampo:

En el hipocampo (bregma -3.60) se analizaron sus diferentes regiones: CA1, CA2, CA3

y el Giro dentado.

En las regiones CAl, CA2 y CA3 no se observaron cambios aparentes dados por el
efecto de la t-MCAO con la tincién de Nissl en los animales IP comparados con los
controles SP y SA asi como con los IA, viéndose estas regiones bien definidas y sin

diferencias morfologicas (Figuras 14 A. a; 15 A. a; 16 A. a).

El efecto de la t-MCAO mostr6 con MAP-2 una fragmentacion del marcaje para las
regiones CAl, CA2 y CA3 a lo largo de todas las proyecciones de las células en
animales IP (Figura 14 A. b; 15 A. b; 16 A. b), asi como una disminucion significativa en
la inmunorreactividad contrastando con los controles SP y SA (p=0.014 para CAL,
p<0.000 para CA2; p<0.01 para CA3). Para el marcaje de NeuN no se observo ninguna
disminucién en la inmunorreactividad en animales IP para la region CA2 (Figura 15 B.
b). Aunque si una hay una tendencia a disminuir para las regiones CA1 y CA3 cuando
se comparan con los controles SP y SA (Figura 14 A. c; 15 A. c; 16 A. c).

Sin embargo, se observa que el tratamiento con atorvastatina restaura esta
fragmentacion de la inmunorreactividad y promueve un marcaje continuo de MAP-2 a lo
largo de todas las proyecciones neuronales (Figura 14 B. a; 15 B. a; 16 B. a). Asi

mismo, la tendencia a la disminucién de la inmunorreactividad de NeuN es revertida tras
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el tratamiento con atorvastatina, donde se observa una homogeneidad muy parecida a
los controles SP y SA (Figura 14 B. b; 16 B. b).

Para el giro dentado y sus tres diferentes regiones, la zona granular, la zona
subgranular y el hillux no se observé ningun tipo de morfologia que marcara algun tipo
de patologia neuronal debido a la isquémica cerebral focal. En las tres zonas se
observaron células bien definidas, generando uniformemente cada una de estas tres
capas del giro dentado. Asi mismo, ninguna de estas regiones del giro dentado dio
positivo para el marcaje de fluorojade en ninguno de los tratamientos SP. SA, IP e IA
(Anexos 5, 6,y 7).
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Figura 14. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la region CAl
del hipocampo luego de una isquemia cerebral focal.
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Figura 15. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la region CA2

del hipocampo luego de una isquemia cerebral focal.
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A) Imagenes representativas del brema (-3.60) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
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Figura 16. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la region CA3
del hipocampo luego de una isquemia cerebral focal.
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(p<<0.00=**; p<0.05=*).

61



9. 3. Expresion en corteza cerebral de los complejos NR2B/PSD-95 y BDNF.

Los resultados de la Inmunofluorescencia (n=4) se realizaron en la corteza motora
primaria en el bregma (-1.30). NR2B y PSD-95 se localizaron de una forma perinuclear
en agregados o “clusters”, en la base de los procesos neuronales, lugar donde hay

solapamiento estos dos marcadores (Figura 17 A).

Al realizar el analisis de los clusters para NR2B y PSD-95, pese a que no se encontrd
diferencia significativa en el numero de cluster, si se evidencio que la relacion del area
total de los clusters con respecto al nimero total de estos (Area total/NUmero total) es
reducida de forma significativa (p<0.000) para los animales IP comparados con los
controles SP, y SA. Esta reduccion del area de cluster, tanto de NR2B como de PSD-95
causada por la t-MCAO es revertida tras el tratamiento con atorvastatina (Figura 17 D).
Adicionalmente, se encontré que el area total de cluster en los SP es mayor que en los
animales SA (p<0.000) (Figura 17 D).

El analisis mediante inmunoprecipitacion realizada para NR2B, respalda los resultados
descritos anteriormente. Esta mostré una disminucién significativa de esta subunidad
del receptor NMDA en animales IP comparados con animales SP (p=0.04) (Figura 17
B). Ademas, se muestra que la asociacion de NR2B con PSD-95 disminuye de forma
significativa (p=0.041) (Figura 17 B). Por otro lado, la atorvastatina restablece los
niveles de la subunidad NR2B (p=0.039) y su asociacion con PSD-95 de forma

significativa (p=0.041).

Los resultados obtenidos por ELISA para BDNF muestran que la concentracion (pg/mL)
de este disminuye en la corteza cerebral de forma significativa (p<0.000) en animales IP
comparado con los SP y SA. Asi mismo los niveles de BDNF en la corteza cerebral son

restablecidos luego del tratamiento con atorvastatina (Figura 17 C).
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Figura 17. Efecto de la atorvastatina a 12 dias post-isquemia para NR2B/PSD-95 y
BDNF.
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Inmunoprecipitacion de NR2B (n=4) muestra una reduccién significativa de los niveles de NR2B asi como
area total comparada con el nimero total de clusters muestra una diferencia significativa para los
(p<0.05=*; p<<0.05=*).
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9. 4. Niveles de BDNF y los complejos NR2B/PSD-95 en hipocampo

Para el hipocampo se observa que hay una disminucién significativa (p=0.050) de los
niveles de BDNF en los animales IP comparados con los animales SP. Sin embargo, el
tratamiento con atorvastatina no logra restaurar los niveles de BDNF cuando se
compara con los controles SP y SA (Figura 18 A). También se observa en los
resultados de la inmunoprecipitacion de NR2B en el hipocampo, que los niveles de
NR2B no disminuyen de forma significativa para los animales IP comparados con los
SP y SA. En cuanto a la asociacibn de NR2B con PSD-95, se observa que esta
asociacion posee unos niveles variables para los controles SP y SA, asi mismo estos no
disminuyen de forma significativa para los animales IP, aunque el tratamiento con
atorvastatina muestra una tendencia a aumentar los niveles de esta asociacion (Figura
18 B).
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Figura 18. Efecto de la atorvastatina a 12 dias post-isquemia sobre los niveles de
BDNF y la asociacion de NR2B/PSD-95 en hipocampo.
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9. 5. Aprendizaje y memoria espacial mediante el laberinto acuatico de Morris

Para la realizacion de la prueba de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto
acuatico de Morris se tomé inicialmente un n=10. Sin embargo hubo cuatro animales
(un animal para cada tratamiento SP, SA, IP e IA) que no se ajustaron a la media total
para ninguno de los ensayos realizados (Aprendizaje, retencion y visible) dentro de la
prueba. Ademas, las pruebas histolégicas realizadas para estos animales fueron una

evidencia mas que sustentd su exclusion del estudio (Ver anexo 8).
9. 5. 1. Prueba de aprendizaje

En la prueba de aprendizaje se tom6 como referencia un tiempo de latencia promedio
igual o por debajo de 20 segundos para todos los animales. Este tiempo fue descrito
como el tiempo promedio de referencia para argumentar que los animales aprendieron.
Este tiempo es independiente del nimero de ensayos realizados dentro de la prueba de
aprendizaje, lo que habla de que se hacen tantos ensayos como sea posible hasta que
los animales alcancen un tiempo de latencia promedio igual o por debajo de 20s. El

namero total de ensayos hasta alcanzar el tiempo de latencia promedio de 20s fue 8.

La prueba de aprendizaje muestra que hay una diferencia significativa (p=0.007) en los
tiempos de latencia promedio para los animales IP, mostrando que estos animales
demoran mucho mas tiempo en aprender luego de una isquemia cerebral. Sin embargo,
el tratamiento con atorvastatina disminuye los tiempos de latencia comparado con los
animales controles SP y SA (Figura 19 A). La distancia recorrida también refleja de
forma significativa (p=0.005) el dafio generado por la t-MCAO, evidenciando que los
animales IP recorren mucha mas distancia para poder encontrar la plataforma dentro
del laberinto acuatico comparados con SP y SA. Este comportamiento es revertido por
el tratamiento con atorvastatina, ya que los animales IA muestran una reduccion de las
distancias recorridas para alcanzar la plataforma y tienen tiempos similares a los

obtenidos en animales controles SP y SA (Figura 19 By C).
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9. 5. 2. Prueba de memoria espacial

La prueba de retencibn o memoria espacial realizada un dia después de la prueba de
aprendizaje en el laberinto acuatico mostré que los animales IP tienen un incremento
significativo (p=0.002) en el tiempo de latencia requerido para cruzar por el lugar donde
anteriormente estuvo la plataforma comparada con animales SP. Sin embargo, el
tratamiento con atorvastatina reduce significativamente este tiempo de latencia
mostrando tiempos muy similares a los controles SP y SA (Figura 20 A). En esta prueba
las distancias recorridas en el area donde inicialmente estuvo la plataforma no son
significativas en ninguna de las magnificaciones hechas para esta (Figura 20 B). Asi
mismo, el nimero de cruces por la plataforma no fue diferente para ninguno de los
cuatro tratamientos SP, SA, IP e IA (Figura 20 C).

Con el fin de determinar que los animales no presentaban dafios motores o visibles se
realiz6 una prueba donde la plataforma estuvo visible. Para esto se tomaron 4
posiciones iniciales en los diferentes puntos cardinales, mostrando que no existe
ninguna diferencia significativa en los tiempos de latencia para ninguno de los
tratamientos SP, SA, IP e IA (Figura 20 D).
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Figura 19. Restauracion del aprendizaje espacial mediado por la atorvastatina a 12

dias post-isquemia.
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A) El tiempo de latencia promedio mostré una diferencia significativa para los animales IP comparado con
los controles SP y SA asi como con los IA. B) Los animales IP mostraron generar distancias promedio
mas grandes que los controles SP y SA, asi mismo se observa que el tratamiento con atorvastatina
disminuye los tiempos de latencias y las distancias recorridas. C) Grafico representativo de las distancias
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Figura 20. El dafio en la memoria espacial es recuperado luego del tratamiento

con atorvastatina en una isquemia cerebral focal.
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10. DISCUSION

10. 1. LA ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL CAUSA ALTERACIONES LOCALIZADAS
EN DIFERENTES ZONAS CEREBRALES

Los efectos que la isquemia cerebral causa en diferentes zonas cerebrales han sido
muy caracterizados en diferentes modelos animales (Hossman, 2008). Particularmente,
para la isquemia cerebral focal (t-MAQO) se ha evidenciado un dafio tisular en zonas
como los ganglios basales en la zona de penumbra, la corteza somato-sensorial
(Gutiérrez-Vargas et al., en preparacion), la corteza piriforme (Jin et al., 2003) y la
corteza suprasilviana (Hossman, 2008) e inclusive el putamen caudado (Zhang et al.,
2010) y el hipocampo como zonas de penumbra (Zhang et al., 2010; Gutiérrez-Vargas

et al., en preparacion).

Nuestros resultados obtenidos tras la t-MCAO evidencian dafios morfologicos y
estructurales (a través de la tincion de Nissl, NeuN y MAP-2) en la corteza motora
primaria, la corteza motora secundaria, la corteza piriforme y el putamen caudado
(Figuras 10-13). Los dafios evidenciados en la corteza cerebral y el putamen caudado
pueden ser debido a la existencia de conexiones glutamatérgicas tanto aferentes como
eferentes, que en condiciones fisioldgicas normales median las transmisiones sinapticas
rapidas para diferentes tipos de procesos como el movimiento, la percepcion sensorial y
espacial, entre otras (Dale Purves et al., 2008). Lo que sugiere que al generarse una
concentracion masiva de glutamato luego de un evento isquémico (para este caso la t-
MAO), estas conexiones quedan predispuestas fisiol6gicamente a sufrir dafios mas
marcados y severos, como lo observado en este estudio para la corteza cerebral y en el

putamen caudado con la tincién de Nissl, MAP-2 y NeuN a 12 dias post-isquemia.

Otro resultado que se muestra para el putamen caudado y para la corteza piriforme, es
la presencia de acidosis metabdlica generada tras la implementacion del t-MCAO. Esto

evidencia (junto con Nissl, MAP-2 y NeuN) que estas dos zonas fueron las mas
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afectadas a 12 dias post-isquemia. Esto contrasta con resultados obtenidos en nuestro
laboratorio donde a 72 horas post-isquemia no se observa ningun dafio en la corteza
piriforme pero si en el putamen caudado (Gutiérrez-Vargas et al., en preparacion). Lo
que puede ser debido a la conectividad de la red neuronal y a que en isquemia cerebral
(implementando el t-MCAOQO) la evolucion del infarto compromete diferentes zonas

cerebrales conforme pasa el tiempo (Zhang et al., 2010).

En el hipocampo se encontré6 un cambio en el patron de marcaje de MAP-2 para las
regiones CA1l, CA2 y CA3 mas no para Nissl (Figuras 14-16). Para NeuN solo se
observo una disminucion significativa de la inmunorreactividad en la region CA3 (Figura
16). Estos dafios evidenciados por MAP-2 més no por Nissl pueden hablarnos acerca el
papel fundamental que juegan las conexiones dendriticas en esta zona, ya que estos
sitios neuronales son mas sensibles a cualquier estimulo excitotoxico, mostrando un
papel clave de los microtubulos de las células neuronales. Asi, en eventos de isquemia
cerebral, a 12 dias post-isquemia, puede no haber un dafio y una pérdida significativa
de las neuronas pero si de sus conexiones, generando una disfuncion hipocampal que
conlleva a un déficit en procesos clave en el organismo como el aprendizaje y la

memoria.

10. 2. LA ATORVASTATINA MEJORA EL DEFICIT NEUROLOGICO CAUSADO POR
LA ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL

Con el dafo ocasionado por la t-MCAO, no solamente se generan lesiones a nivel
tisular, sino también se dan eventos celulares y moleculares que conllevan a una
desregulacion homeostatica del cerebro, manifestdndose en ciertos tipos de caracteres
fisioldgicos como la ubicacién espacial, la cognicion, las habilidades motoras, entre
otros (Hossman, 2008; Murphy and Corbett, 2010).

En este estudio, la evaluacion neurologica (Yrjanheikki, J. et al., 2005) tuvo en cuenta

las habilidades motoras de los animales y como estos las habian perdido luego de la
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isquemia cerebral. Los animales IP, los cuales muestran una deficiencia neuroldgica
hasta aproximadamente 72 horas post-isquemia, mientras que los animales IA tienden
a mejorar a las 24 horas para una recuperacion casi completa a las 48 horas (Figura 9).
Sin embargo, el andlisis histoldgico revelo un dafio celular marcado para estos animales
IP. Esto puede ser explicado por estudios que han demostrado la existencia de
mecanismos compensatorios dentro del sistema nervioso luego de una isquemia
cerebral, donde la actividad de un hemisferio que ha sido afectado puede ser sustituida

por la actividad del otro hemisferio (Murphy and Corbett, 2010).

Aunque el protocolo utilizado retne siete puntos basicos para dar una referencia del
estado neuromotor de los animales (Tabla 2). No es tan sensible como otras
metodologias implementadas como la prueba neurolégica compositiva (la cual posee 18
puntos mas detallados para desordenes sensomotores), o el llamado neuropuntaje (el
cual posee 28 puntos y es caracteristico para evaluaciones motores y
comportamentales post-isquemia), asi como la prueba de relacion de las extremidades
anteriores de vibrisas evocadas, la prueba de fallos de los pies, entre otros
(Encarnacion et al., 2011). Sin embargo la prueba neurologica basada en el test de
Yrjanheikki se trabajé debido a que dentro del grupo de neurociencias de Antioquia ya
se han realizado trabajos en ratas con este protocolo que han mostrado resultados
promisorios (Gutiérrez-Vargas et al., en preparacion). Ademas, los resultados de la
prueba muestran que esta no influye en los resultados obtenidos por el laberinto
acuatico de Morris, ya que la prueba visible evidencia que no hay efectos adversos para
los animales IP en cuanto a visibilidad y comportamiento motor dentro del laberinto
(Figura 20 D).
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10. 3. LA ATORVASTATINA MANTIENE LA PROTECCION NEURONAL LUEGO DE
UNA ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL

Se han realizado estudios que ha demostrado el efecto neuroprotector de las estatinas
en diferentes modelos de isquemia cerebral y excitotoxicidad por glutamato (Van der
Most et al., 2009). También se ha visto muy relacionada con el mejoramiento
sensomotor, ejerciendo su efecto benéfico posiblemente sobre la inhibicion de los
mecanismos celulares y moleculares de la inflamacion luego de una hemorragia

intracerebral (Jung et al., 2004).

En este estudio, los resultados obtenidos a nivel celular muestran que la atorvastatina
revierte el dafio en la morfologia celular (Figuras 10-13). Ademas el marcaje con MAP-
2, NeuN vy fluorojade manifiesta que la atorvastatina restaura la estructura y evita la
perdida celular dando una continuidad a la inmunorreactividad en las proyecciones
neuronales y disminuyendo también los niveles de acidosis metabdlica ocasionada por
la -MCAO (Figuras 10-13). Estos resultados son concordantes con estudios previos
realizados en nuestro laboratorio a 72 horas post-isquemia, donde se ha visto que la
atorvastatina restablece la morfologia neuronal, disminuye los marcadores de
neurodegeneracion y restablece las cantidades de proteinas de adhesion (Céspedes-
Rubio et al., 2010). Inclusive, se ha reportado en experimentos in vivo que las estatinas
como la atorvastatina (entre otras) incrementan la neurogénesis y la sinaptogénesis sin
alterar las concentraciones fisiolégicas de colesterol, lo que sugiere que estas
promueven la neuroproteccion por diferentes mecanismos moleculares (Lu et al., 2004;
Van der Most et al., 2009).

Es importante mencionar, que en este estudio se observa que la atorvastatina mantiene
su efecto neuroprotector a los 12 dias post-isquemia, generando posiblemente una
continua regulacion sobre vias de supervivencia como PKB/Akt y liberacion de factores
troficos como BDNF (Van der Most et al., 2009) para promover una dinamica de

restauracion de los tejidos infartados.
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10. 4. LA EXPRESION DE LOS COMPLEJOS NR2B/PSD-95 ES RESTABLECIDA
POR LA ATORVASTATINA LUEGO DE UNA ISQUEMIA CEREBAL FOCAL

En este estudio, los resultados por inmunofluorescencia muestran que la intensidad de
fluorescencia de la subunidad NR2B y de PSD-95 disminuye en animales IP, asi mismo
la relacién area total/namero total de cluster (Figura 17 A y D). También se observa que
las cantidades de la subunidad NR2B y su asociacion con PSD-95 disminuyen
significativamente en estos animales. (Figura 17 B). Este fenOmeno puede ser
explicable en relacion a los resultados obtenidos por diferentes autores que muestran
que en isquemia cerebral la excitacion excesiva de los receptores NMDA que contienen
la subunidad NR2B lleva a un incremento de CA?" en las neuronas post-sinapticas, lo
cual activa a la proteasa dependiente de Ca®" calpaina I. Esta corta a su vez las
subunidades NR2A y NR2B en sus terminales carboxilo y también corta a PSD-95
desestabilizandola de la membrana, llevando también a la perdida de los receptores
NMDA (Gascon et al., 2008; Dhawan et al., 2010). Lo que puede evidenciar la perdida

de estas subunidades en animales IP a 12 dias post-isquemia (Figura 17 Ay D).

Muchos estudios en neuroproteccion se han centrado basicamente en comparar
descripciones morfoldgicas y cantidades de proteinas implicadas en regulacion celular y
supervivencia cuando ha ocurrido un evento isquémico y comparar estos fenomenos
luego del tratamiento con estatinas (Yrjanheikki, J. et al., 2005; Van der Most et al.,
2009; Céspedes-Rubio et al., 2010). Aunque se han realizado estudios que tratan de
elucidar los mecanismos fisiolégicos y moleculares por los cuales las estatinas actian
(Chen et al., 2003; Lu et al., 2004; Van der Most et al., 2009). Para este estudio, el
tratamiento con atorvastatina no solamente provoca un restablecimiento de la
intensidad de fluorescencia (Figura 17 A), también promueve una recuperacion del area
total de clusters en relacién al nimero total de estos para las proteinas NR2B y PSD-95
(Figura 17 D). Inclusive genera que los niveles de la subunidad NR2B y su asociacion
con PSD-95 sean similares a los animales controles SP y SA (Figura 17 B). Esto debido
posiblemente por la regulacion de la liberacion de diferentes factores tréficos como el
BDNF que promueven y modulan la actividad del receptor NMDA y sus complejos con
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PSD-95 a través de diferentes vias de sefalizacion que involucran diferentes canales
iGnicos, receptores TrkB, vias de supervivencia como PKA/Akt y protooncogenes como
Fyn para tratar de regular el insulto excitotoxico (Van der Most et al., 2009; Cunha et al.,
2010) lo que hace que no haya un retroceso del dafio a lo largo del tiempo y sin la

generacion de conexiones aberrantes llevando a una recuperacion funcional completa.

10. 5. LOS NIVELES DE BDNF EN LA CORTEZA CEREBRAL SON
RESTABLECIDOS POR LA ATORVASTATINA LUEGO DE UNA ISQUEMIA
CEREBRAL FOCAL

El BDNF es una neurotrofina muy importante dentro del sistema nervioso. Esta
molécula est4d implicada en la regulacion transcripcional de varias rutas de
supervivencia a través de factores de transcripcion como CREB localizdndose en
compartimientos pre y post-sinapticos y actuando en sefiales autocrinas y paracrinas
dependiendo del sitio donde estén sus receptores en la superficie celular a la cual
sefaliza (Murer et al., 2001). La liberacion dependiente de actividad de BDNF puede
ocurrir de tres formas diferentes: 1) Liberacién dependiente del influjo de Ca** desde los
sitios post-sinapticos mediado por receptores ionotropicos de glutamato, 2) Liberacion
dependiente del influjo de Ca®* y 3) Liberacién dependiente del influjo de Ca®* a partir
de los almacenamientos intracelulares de este (Griesbeck et al., 1999; Hartmann et al.,
2001; Balkowiec and Katz, 2002).

Lo que nuestros resultados muestran, es que la induccion de una isquemia cerebral
disminuye de forma significativa los niveles de BDNF en la corteza cerebral (Figura 18
A). Esto ya ha sido reportado en estudios anteriores donde se ha visto que los niveles
del mRNA de BDNF disminuyen luego de una isquemia moderada (Schmidt-Kastner et
al., 2001). Sin embargo, lo importante a rescatar es la recuperacion de los niveles de
BDNF en corteza luego del tratamiento con atorvastatina (Figura 17 C). Esto da luz al
mecanismo por el cual la atorvastatina puede regular la expresion y asociacion de

proteinas como NR2B y PSD-95 para garantizar que las neuronas generen nuevas
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conexiones neuronales (sinaptogénesis) y se regulen las corrientes postsinapticas
excitatorias mediadas por los receptores NMDA a través del mantenimiento de factores
troficos como BDNF. En el hipocampo también se encontré que la concentracién de
BDNF disminuye de forma significativa para los animales IP comparados con los
animales SP (Figura 18 A). Pero a pesar de los resultados promisorios encontrados en
la corteza cerebral luego de 12 dias post-isquemia para neuroproteccion con
atorvastatina (Figura 17 C), los niveles de BDNF en hipocampo no llegaron a la
cantidad de los controles. Esto concuerda con resultados obtenidos para
neuroproteccion con estatinas donde se ha visto que estas promueven la expresion de
BDNF luego de un dafio cerebral traumatico (Wu et al., 2008). Sin embargo hay que
tener en cuenta que un dafio cerebral traumético es mucho més marcado, lo cual
muestra de la necesidad de incrementar los niveles de BDNF en el cerebro promovido
luego del uso de la atorvastatina. También, esto podria explicarse debido a que los
niveles de BDNF en corteza pueden ser suficientes para modular los circuitos
neuronales en el hipocampo, inclusive puede explicarse por la presencia de células
GABAergicas dentro de este que pueden modular la excitotoxicidad promoviendo que el
dafio celular en los circuitos hipocampales no se haya visto tan drastico. Ademas, los
resultados de la inmunoprecipitacion para hipocampo no muestran ninguna variacion
significativa en cantidades de la subunidad NR2B y su asociacion con PSD-95 para
ningun de los tratamientos. Esto puede ser debido a que la redundancia de la red
neuronal puede generar mecanismos de retroalimentacion (positiva y negativa) por Si
misma que regulen el dafio en diferentes zonas cerebrales a través de la comunicacion
autocrina y paracrina de diferentes moléculas manteniendo su cantidad y actividad
(Pozo and Goda, 2010).
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10. 6. EL DANO EN EL APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL GENERADO POR
LA ISQUEMIA CEREBRAL ES REVERTIDO LUEGO DEL TRATAMIENTO CON
ATORVASTATINA

Los resultados obtenidos por el laberinto acuatico de Morris muestran un claro dafo
cognitivo en los animales IP, ya que estos animales muestran un incremento en los
tiempos de latencia en el aprendizaje (Figura 19 A) y la memoria espacial (Figura 20 A)
de forma significativa. Esto es coherente con diferentes estudios realizados donde se
muestra que la isquemia cerebral provoca un dafio en el aprendizaje y la memoria
evidenciado también por el laberinto acuatico de Morris (Briones et al., 2006; Gutiérrez-
Vargas et al., 2010). Cuando se observan los resultados para los animales IA, se ve
que el tratamiento con atorvastatina restaura el dafio en estos animales disminuyendo
los tiempos de latencia para el aprendizaje (Figura 19 A) y memoria espacial (Figura 20
A), lo que sugiere que la recuperacion celular (evidenciado por Nissl, MAP-2, NeuN y
fluorojade) (Figuras 10-16) y molecular (asociacién de NR2B/PSD-95) (Figuras 17-18)
que la atorvastatina ejerce sobre de los niveles de BDNF en la corteza cerebral pueden
actuar sobre la expresion y asociacion de los receptores NMDA modulando sus
complejos con PSD-95 tanto en corteza como en hipocampo, regulando las vias de
supervivencia neuronales y generando procesos de sinaptogénesis regulados llevando

a una recuperacion funcional evidenciada por el laberinto acuatico de Morris.
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11 CONCLUSIONES

La accidn neuroprotectora de la atorvastatina recupera y mantiene hasta 12 dias
post-isquemia la morfologia y la estructura neuronal en la corteza motora
primaria y secundaria, el putamen caudado, en la corteza piriforme y en las

regiones CAl, CA2 y CA3 del hipocampo.

La acidosis metabdlica generada en la corteza piriforme y el putamen caudado a

12 dias post-isquemia es revertida tras el tratamiento con atorvastatina.

La atorvastatina promueve la restauracion total de los complejos NR2B/PSD-95

en animales isquémicos.

La atorvastatina restaura los niveles de BDNF en la corteza cerebral luego de

una isquemia cerebral focal.

El dafio en el aprendizaje y memoria espacial es mejorado significativamente tras
el tratamiento con atorvastatina a 12 dias post-isquemia y esta recuperacion
funcional esta correlacionada con la modulacién de los complejos NR2B/PSD-95

y el incremento en los niveles de BDNF.
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12. PERSPECTIVAS

Dentro del estudio, quedan bastantes ideas que pueden tratar de elucidar el mecanismo
exacto por el cual la atorvastatina conlleva a una recuperaciéon funcional luego de un

evento isquémico:

a. Ensayos de inmunoprecipitaciéon de proteinas como TrkB (receptor de BDNF)
para evidenciar una asociacién presentada con NR2B, PSD-95 y BDNF.

b. A partir de estos resultados, teniendo como base la mejor relacién entre los
tratamientos (SP, SA, IP, IA), realizar ensayos por microscopia confocal de
inmunofluorescencia para BDNF y observar su localizacion subcelular con
proteinas como NMDA (NR1, NR2A y NR2B) y PSD-95.

Estos ensayos encaminados a evidenciar el papel que la atorvastatina su efecto
neuroprotector. Ejercido como modulador de la actividad de receptores NMDA a través
del BDNF.

Otras ideas derivadas pueden darse a partir de los resultados en hipocampo:

a. La relacion de la expresion de BDNF en corteza y la actividad de las neuronas
GABAergicas en hipocampo y la modulacién que estas puedan ejercer en la
actividad y/o internalizacion de las subunidades de NMDA (NR1-NR2) dado por

la accion neuroprotectora de la atorvastatina.

b. Papel de plasticidad sinaptica con redes GABAergicas y excitatorias luego del
tratamiento con atorvastatina en una isquemia cerebral llevando a una mejoria

funcional.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la corteza motora
primaria luego de una isquemia cerebral focal.
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A) Imagenes representativas del brema (-3.60) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
(p<0.05=*).
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Anexo 2. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la corteza motora

secundaria luego de unaisquemia cerebral focal.
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A) Imégenes representativas del brema (-3.60) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
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Anexo 3. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la corteza
piriforme luego de una isquemia cerebral focal.
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A) Imagenes representativas del brema (-3.60) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)
Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
(p<<0.00= **; p<0.05=*).
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Anexo 4. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para el putamen
caudado luego de unaisquemia cerebral focal.
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A) Iméagenes representativas del brema (-3.60) para la tincion de a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d)

Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA. B) Inmunorreactividad de a) MAP-2 y b) NeuN.
(p<0.05=%).
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Anexo 5. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la region

granular del giro dentado del hipocampo luego de una isquemia cerebral focal.

A) Imégenes representativas de la region granular del giro dentado para el brema (-3.60). Tincién de
a)Nissl, b) MAP-2, ¢) NeuN y d) Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA.
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Anexo 6. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para la region
subgranular del giro dentado del hipocampo luego de una isquemia cerebral

focal.

A) Imagenes representativas de la regiéon subgranular del giro dentado para el brema (-3.60). Tincion de
a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d) Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA.
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Anexo 7. Efecto a 12 dias post-isquemia de la atorvastatina para el hillux del giro
dentado del hipocampo luego de unaisquemia cerebral focal.

A) Imagenes representativas de la regién subgranular del giro dentado para el brema (-3.60). Tincién de

a)Nissl, b) MAP-2, c) NeuN y d) Fluorojade para los cuatro tratamientos SP, SA, IP, IA.
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Anexo 8. Lista de datos para los animales excluidos del experimento

Datos del laberinto acuatico de Morris

Aprendizaje

Nombre
del

Animal Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Ensayo 4 | Ensayo 5 | Ensayo 6 | Ensayo 7 | Ensayo 8 B
nima Retencion
SP3 70,25 s 39,25 s 20,25 s 35,75 s 38,5s 19s 32s 16,25 s 60 s
SAl 78,75 s 33,75 9,75 s 55s 7s 6s 5,25s 5,25s 60 s

G2IP3 72s 70,25s 42's 16,25 s 135s 6,5s 8,75s 8,5s 9s
IAS 575s 43,5s 29s 52,2s 15s 42 s 26,75 s 11,75s 52s

Nomenclatura:
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SP3: SHAM-PLACEBO No. 3

SA1l: SHAM-ATORVASTATINA No. 1
GSIP3: ISQUEMIA-ATORVASTATINA No. 3 del grupo 2
IA5: ISQUEMIA-ATORVASTATINA No. 5
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