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Resumen

El traumatismo craneoencefalico (TCE) es el problema de salud publica con mayor indice
de morbimortalidad en el mundo que afecta principalmente a personas jovenes (1). El
resveratrol es un polifenol presente en las uvas, asociado con el incremento de la tasa de
supervivencia en condicion de dafio cerebral. En este proyecto se examiné el efecto de la
administracion aguda y en baja dosis del resveratrol sobre la expresién de la proteina
MAP2 y la activacién de la microglia en las cortezas motora primaria y de las vibrisas (vM1),
y en las regiones hipocampicas CAl y CA3, ocho horas después de inducida la lesién
traumética mediante el modelo aceleracion por caida libre de peso de Marmarou. Se
trabajo con 15 ratas Wistar divididas en tres grupos: control, vehiculo y experimental. Se
concluy6 que la dosis de 20mg/kg de resveratrol atentia de forma significativa el descenso
en la inmunorreactividad de MAP2 en CA3 y vM1, y la activacion de la microglia en CA3 Yy,

prinicpalmente en la corteza motora de las vibrisas.

Palabras clave: TCE, Resveratrol, Neuroproteccion
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Abstract

Traumatic brain injury (TBI) is the public health problem of world order with the highest rate
of mortality in the world that predominantly affects young adults (1).This project examined
the effect of acute and in low doses trauma after administration of resveratrol (RSV),
polyphenol present in grapes, associated with the increase in the rate of neuronal survival
in brain damage condition. The Marmarou model acceleration free fall weight were used.
Were used 15 Wistar rats randomly divided into three groups: control vehicle and
experimental experimental. The immunorreactive MAP2 and microglia activation eight
hours post injury were tested in the CA1 and CA3 hippocampus and motor cortex: primary
and the vibrissae. It is concluded that RSV dose tested (20mg/kg) administered acutely
attenuates the response activation of microglia in motor cortex and the hippocampal CAS.

The RSV attenuates decrease the MAP2 in CA3 and cortex motors the vibrissae.

Keywords: Resveratrol, TCE, Neuroprotection
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Introduccioén

El traumatismo craneoencefélico (TCE) es el problema de salud publica con mayor indice
de morbilidad y mortalidad en el mundo (2; 3; 4). En Estados Unidos se estima que los
TCE ocasionan déficits neuroldgicos significativos al 35% de los sobrevivientes (5; 6)
implicando asi grandes costos individuales y sociales. Un estudio epidemiolégico realizado
en la ciudad de Cali durante los afios 2003 y 2004 revel6 que cerca del 70% de las
urgencias atendidas en diferentes instituciones hospitalarias de la ciudad correspondieron

a este tipo de lesion cerebral (7).

Las investigaciones en torno a los TCE se han incrementado en los ultimos afios, sobre
todo aquellas dirigidas a la comprension de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados
en el dafio celular y aquellas centradas en las medidas de neuroproteccién (8). Los
desarrollos derivados de éste interés y los avances tecnologicos, han incidido
favorablemente en el incremento de la probabilidad de supervivencia de una persona tras
un TCE. Sin embargo, dada su heterogeneidad y complejidad, hasta el momento no se ha
podido establecer una relacion directa entre la fuerza del impacto, los hallazgos
histopatoldgicos y las alteraciones cognitivas subsecuentes. Variables como el tipo de
intervencion practicada poco tiempo después del incidente y las condiciones premérbidas
de los pacientes son aspectos que modulan la respuesta tras un TCE (9). Esta situacion
motiva el desarrollo de nuevas propuestas de investigacion, encaminadas principalmente
a disminuir la gravedad de las secuelas neuroldgicas que con frecuencia se asocian al
dafio secundario, en concreto al dafio axonal difuso (DAD), asi como también a los
procesos proinflamatorios, al incremento en la agregacion de péptido 3 amiloide (10), entre
otros. Medidas de intervencion oportuna ante el trauma o medidas eficaces y eficientes de
neuroproteccion y rehabilitacion, podrian eventualmente mejorar la calidad de vida de los
pacientes y disminuir el impacto socioecondmico asociado a los TCE en razén de la

atencion médica que dispensan y de la alta tasa de incapacidad que pueden provocar.



2 Introduccién

Para el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos implicados en los TCE se han
empleado modelos animales, ya que permiten la reproduccién de lesiones focales y difusas
similares a las observadas en los seres humanos (11); no obstante, pese a ser
considerados la mejor herramienta, contindan siendo simples ante la heterogeneidad
molecular de las lesiones cerebrales evidenciadas en un TCE (12; 13; 14; 15). En
contraste, las investigaciones con tejido humano post mortem adn son escasas. En
relacion a las medidas de neuroproteccion se han descubierto algunos agentes
farmacologicos capaces de detener la progresion del dafio secundario, incrementar la
supervivencia neuronal y atenuar o disminuir las secuelas neuroldgicas a largo plazo (16),
tal es el caso de la rapamicina, con la cual se ha logrado disminuir la degeneracién
neuronal hipocAmpica (17), de la curcumina (18), los estrégenos (19), la simvastatina (20)
y el resveratrol (21). También se ha documentado la efectividad de algunas intervenciones
dietéticas (22), tales como la dieta cetogénica que ha demostrado -efectividad
principalmente en ratas jovenes (23) o la restriccion caldrica que incrementa la
supervivencia neuronal (3; 24). La efectividad encontrada en modelos animales de trauma
tras la aplicacion de varias de estas intervenciones, se reduce significativamente cuando

la medida se implementa en los seres.

En el caso particular del resveratrol, si bien varios estudios ratifican su caracter
neuroprotector, principalmente en las neuronas hipocampicas, los mecanismos que
subyacen a dicha accion son variados y aun no se ha establecido cual es el principal. Una
de los mecanismos recientemente estudiado es la influencia del resveratrol sobre la
expresion de la sirtuina. Estudios previos sefalaron que la regulacién al alta estaba de la
sirtuina estaba asociada con la disminucién de la patologia axonal, sin embargo, recientes
estudios cuestionan este conclusion y por el contrario argumentan que es la regulacion a

la baja de la expresion de la proteina la que actia como factor de proteccién (25).



1 Aspectos fisiopatologicos de los TCE

Las lesiones traumaticas se producen cuando una fuerza externa desplaza abruptamente
el encéfalo e interrumpe la actividad neuroldgica (26; 27). La severidad y tipo de dafio
subsecuente depende de la intensidad y rapidez con la que se libera la energia que
desplaza al encéfalo de forma brusca y a la combinacion de las fuerzas de aceleracion y
desaceleracion (28). Tras el evento traumético se producen diversas respuestas
moleculares que se clasifican en dos: el dafio primario y dafio secundario, ambos
caracterizados por cambios metabdlicos que afectan la supervivencia y los patrones de

conectividad celular.

Las lesiones focales o difusas, visibles con la ayuda de técnicas de neuroimagen, y que
ocurren de forma inmediata conforman el dafio primario. Fracturas craneales, contusiones
y/o laceraciones cerebrales, y alteraciones axonales y vasculares que se producen a
consecuencia de las deformidades mecanicas propias del momento del trauma (28). En
pocos minutos el flujo sanguineo se altera o se interrumpe, entonces la membrana de la
célula pierde la estabilidad i6nica y se produce un incremento acelerado en los niveles de
Ca? que a su vez inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
especies reactivas de nitrégeno (29). Estas alteraciones se extenderan en el tiempo y

daran paso al dafio secundario.

Las lesiones secundarias son alteraciones frecuentemente observadas en el area
subyacente y adyacente a la lesion acontecida en un periodo de horas, dias e incluso
semanas después del insulto y que podrian ser la principal causa de los déficits
neuroldgicos (30; 31). El edema cerebral, los hematomas intracraneales, las lesiones por
hipoxia/isquemia, la atrofia difusa y el dafio axonal difuso — DAD — son caracteristicos del
dafio secundario. Estas alteraciones son persistentes a través de las diferentes fases de
evolucion del TCE (aguda, subaguda y cronica) e inducen una mayor proporcion de muerte

neuronal (28; 2).



4 Efectos neuroprotectores del resveratrol en trauma craneoencefélico inducido

por el modelo de impacto aceleracion por caida libre de peso

El dafio secundario induce apoptosis mediante la activacion de la via intrinseca
dependiente de las caspasas. Las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2, Bax, Bak
y BH3, alteran la funcionalidad de la mitocondria e inducen la liberacién del citocromo c,
necesario para formar el complejo apoptosémico activador y asi activar a la caspasa 3,
gue activa las enzimas de fragmentacion del ADN (endonucleasas) y lleva a la célula a su
muerte (32; 33). A su vez se activan vias pro apoptéticas y vias pro supervivencia, éstas
tltimas permiten la liberacion de citoquinas antiinflamatorias, factores de crecimiento y

antioxidantes endégenos (32; 34).
Lopez et al (2015) relacionan las diferentes respuestas enfatizando el tiempo para denotar
gue existen respuestas que acontecen de forma inmediata e irreversible tras la lesion,

mientras que la persistencia y duracion de otras tantas permiten la amplificacion del dafio.

Figura 1-1: Dafio primario y dafo secundario. Secuencia temporal de las respuestas

o Epigenética

ARN no codificante

Disrupcién BHE

—

Inflamacidn

Estrés oxidativo/Nitrosativo

)

E Apoptosis
Edema
| Excitotoxicidad
_¥L Desbalance iénico
Bl Déficit energético
v v v .
? Haras 1Dia 3 Dias 7 Dias

Imagen tomada de Lépez et al (2015), modificada y traducida por la autora. En ella se

relacionan las respuestas acontecidas tras el dafio cerebral traumatico.
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El dafio tisular se extiende a las zonas proximales al area contusa gracias a la accion de
los radicales libres y al proceso de peroxidacion lipidica (35). El edema, la inflamacion y la
muerte neuronal incrementan por accién del estrés oxidativo (36). La persistencia del
desbalance ionico en la membrana, los niveles bajos de ATP al interior de la célula, la
excitotoxicidad, la protedlisis, la disfuncion mitocondrial (37; 26; 38) y la acumulacion de
calcio intracelular (12; 39) ayudan a la progresion del dafio. Zhao (2012) afirma que estas
respuestas estan mediadas por activacion de la via MAPK/ERK. La disfuncién mitocondrial
se asocia con la interrupcion del flujo sanguineo cerebral, ya que incrementa la produccion
de radicales libres acelerando asi el proceso de apoptosis de las células comprometidas.
Por otra parte, la activacion de la microglia afecta los procesos metabdlicos y de
plasticidad, en concreto, la persistencia de la cicatrizacion glial estd asociada con el
desarrollo de focos epileptogénicos. En la actualidad esta respuesta esta siendo estudiada
para ser empleada como biomarcador de la evolucion de la lesién (40). La muerte y el dafio
neuronal también pueden evidenciarse a través del uso de anticuerpos sensibles a la
identificacion de proteinas especificas de neuronas, es el caso de las proteinas nucleares
especificas (NeuN) y de las proteinas del citoesqueleto como la proteina asociada a
microtibulos (MAP2). NeuN es un antigeno detectado en el nlcleo de las neuronas y
ampliamente empleado para estimar la cantidad de neuronas, principalmente corticales.
En condiciones patolégicas la inmunorreactividad del anticuerpo anti-NeuN se reduce (41).
El anticuerpo MAP2 se ha empleado para marcar células piramidales de la corteza y sus
procesos apicales. En condicion de lesién se ha podido establecer un descenso en la
inmunorreactividad que suele acompafiarse de cambios en la dendroarquitectura de las
células mas evidentes en unas capas que en otras. Estas alteraciones son progresivas y

evidencian la gravedad del dafio (9).

1.1 Estrés oxidativo

Proceso en el cual la célula pierde la homeostasis entre los agentes prooxidantes y
antioxidantes debido a la excesiva produccién de ERO (ani6n superéxido, peréxido de
hidrégeno y radical de hidroxilo), a consecuencia del incremento en los niveles de calcio
intracelular. ElI anidon superoxido se forma por la transformacion de la xantina

deshidrogenasa en xantina oxidasa y la sobre activacion de las isoformas de la sintasa del
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oxido nitrico neuronal (SONnN) elevando asi los niveles de 6xido nitrico (NO) (32). La
combinacién de NO con el anién superoxido induce la formacion del peroxinitrito, molécula

con gran capacidad oxidativa.

1.2 Excitotoxicidad

Proceso que refiere a la muerte neuronal provocada por la sobreactivacién de receptores
de aminoacidos. Cuando las neuronas glutamatérgicas pierden el soporte nutricional o la
estabilidad de la membrana, se despolarizan e inducen la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje, por ende, se incrementa la liberacién de glutamato al espacio
extracelular (42). Las neuronas sobreexpuestas al glutamato activan sus canales de NMDA
y AMPA/Kainato permitiendo la entrada masiva de Ca?*, agua y sodio, que forman el
edema citotoxico y se fortalece la respuesta de estrés oxidativo (32).

1.3 Respuesta inflamatoria

Reaccion iniciada y regulada por las citoquinas, proteinas producidas por las células gliales
y los leucocitos (43). El incremento en la concentracién de Ca?* intracelular activa la
produccion de enzimas citotoxicas, como la mieloperoxidasa que altera la estabilidad de la
membrana celular. Los astrocitos activan la sintesis de neurotrofinas necesarias para la
formacion de la cicatriz glial y de esta forma se alteran los procesos de conectividad celular.
La activacion de la via de sefializacion p38a MAPK en la microglia estéa relacionada con la
produccién de citoquinas proinflamatorias, principalmente las isoformas IL-13 y IL-8, cuya

expresion tras un TCE se encuentra significativamente elevada (44).

Las células microgliales forman parte del sistema inmunitario del SNC, estan implicadas
en la respuesta inflamatoria, tienen accion fagocitaria y en algunas regiones cerebrales
participan de la induccién de muerte controlada, angiogénesis y depuracion de terminales
sindpticas. En estado basal presentan un soma alargado y grandes terminaciones con las
cuales constantemente monitorean el entorno. Ante una lesion, el area implicada presenta

un namero mayor de células microgliales, con notorios cambios morfolégicos: un soma
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mas ancho y de forma ovoide y unas prolongaciones mas cortas; caracteristicas que se
convierten en un marcador sensible al dafio secundario. Estas células secretan moléculas
proinflamatorias (citoquinas como TNF-a) con el objetivo de eliminar las células dafadas
y los agentes patégenos potencialmente dafinos que amenazan la supervivencia de las
neuronas sanas. No obstante, también estan en capacidad de producir moléculas
antiinflamatorias para detener el proceso inflamatorio e incrementar la supervivencia de las

células viables.

Recientes estudios mediante uso de imagenes con tensor de difusion, permiten detectar
cambios microscopicos en la arquitectura celular, que evidencian alteraciones en los
indices de difusion y direccionalidad de las moléculas de agua e integridad funcional de
las fibras de la sustancia blanca, indicadores clave del proceso que involucra activacion de
la microglia, aclaramiento de la mielina y astrocitosis (45). Aln no esté claro si la activacion
de la microglia en TCE promueve la supervivencia neuronal o si exacerba el dafio en la
célula (46). La secrecion de TNF-a incrementan rapidamente pocas horas tras la lesion,
TNF-a estimula la proliferacion y activacién de la microglia. Las células microgliales
contintan expresando TNF-a como parte del mantenimiento y amplificacion de la cascada

inflamatoria 2 — 5 dias después de la injuria (47).

Una forma de resumir lo que hasta aqui se ha dicho sobre los aspectos fisiopatoldgicos del
TCE la ofrece el esquema de Walker & Tesco (2013) y corresponde a la Figura 1-1 del
presente texto. En él los autores relacionan los cambios moleculares del dafio primario y
secundario que serian responsables de la pérdida neuronal y con ella de los déficits
cognitivos observados tras un TCE. Un aspecto relevante de mencionar es que varios
trabajos han aportado luces sobre los mecanismos implicados; no obstante, en el caso de

los TCE humanos, es la secuencia de los mismos la que aln permanece en observacion.

Rovegno, Soto, Saez b y Von Bernhardic (2012) analizan la respuesta molecular asociada
al dafio secundario y concluyen que la propagacion y mantenimiento de los cambios
asociados al dafio secundario se debe a la compleja interaccion entre las alteraciones
asociadas al dafio primario y las respuestas asociadas al dafio secundario. El abordaje de
la interaccion entre las respuestas podria entonces ayudar a comprender la
heterogeneidad clinica observada en los pacientes y la variabilidad que se aprecia en los

procesos de rehabilitacion.
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Dicha interaccion esta mediada por variables genéticas y ambientales; en el primer caso,
se sabe que la presencia del alelo €4 de la apoliproteina E (Apo E) que codifica para la
proteina B amiloide (B APP) y que se asociada comunmente con la enfermedad de
Alzheimer, se relaciona con un peor prondstico del paciente a largo plazo. Apo E4
incrementa la formacion de placas 3 APP en el cerebro que alteran el metabolismo en las
células e inducen muerte neuronal al constituir un ambiente neurotéxico para las neuronas.
En los casos de TCE moderado y severo, la presencia del alelo constituye un marcador
sensible de dafio axonal (48). El incremento en la acumulacién de agregaciones de  APP
en las regiones corticales es una de las caracteristicas frecuentemente evidenciadas en
los pacientes tras varios afios de acontecida la lesion, éstos mismos pacientes desarrollan
alteraciones neuroldgicas con patrones sintomatolégicos y clinicos semejantes a los que
caracterizan las demencias corticales. Ello evidencia que el incremento en la acumulacién
BAPP, principalmente en los axones, compromete a largo plazo la calidad de la respuesta
funcional tras un TCE (49). Las investigaciones desarrolladas en torno al tema concluyen
que las inclusiones de BAPP incrementan la susceptibilidad de la célula a los agentes
neurotéxicos, la posibilidad de desarrollar isquemia cerebral (49) y el diagnéstico de
Enfermedad de Alzheimer afios mas tarde. APOE 4 proteina asociada con mantenimiento,
reparacion de la membrana neuronal y crecimiento (50), también Interviene en la respuesta
inflamatoria (51). En la pagina siguiente se encuentra un esquema que sintetiza la

respuesta molecular del dafio primario y secundario.

Figura 1-2: Mecanismos fisiopatol6gicos de la muerte celular acontecida tras el TCE.

La imagen podra verse en la siguiente pagina.
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El esquema ha sido tomado de la publicacion realizada en 2013 por los autores
Walker, K. y Tesco, G., en ella los autores analizan los mecanismos moleculares

implicados en la disfuncion cognitiva que se observa tras ocurrida la lesion (52).






2 Modelos experimentales para estudiar la
fisiopatologia del TCE

La muerte celular seguida a la lesion es irreversible, por ello los modelos ofrecen
esencialmente la oportunidad de ampliar la compresion del dafio secundario que prolonga
y expande la cascada de activacion del dafio primario (53). Dentro de los modelos
experimentales desarrollados para estudiar la fisiopatologia del TCE y los procesos de
neuroproteccion, se encuentran aquellos que reproducen de manera exclusiva un tipo
particular de lesion, como por ejemplo las lesiones focales (hematomas y contusiones),
aquellos que reproducen lesiones difusas (DAD y edema cerebral difuso o swelling
cerebral) y otros de caracter mixto con los que pretende integrar las dos tipologias de
lesiones en un intento de emular lo que en realidad sucede en un traumatismo
craneoencefélico. Sin embargo, si bien los modelos experimentales ofrecen la mejor
manera de acercarse a la comprension de la fisiopatologia derivada de un TCE, aln

resultan basicos e incapaces de reproducir a cabalidad la heterogeneidad del mismo (11).

2.1 Modelos in vivo e in vitro

Diversas investigaciones reportan el uso de modelos animales para reproducciéon de todo
tipo de lesion focal o difusa secundaria a un TCE. Para la reproduccion de lesiones focales
se encuentran el modelo de dafio criogénico, de caida de un peso sobre el craneo, de
percusion lateral por fluido (modelo ampliamente utilizado para la reproduccién de dafio
focal), de impacto cortical controlado y de inflado de balon. Otros modelos empelados para
reproducir lesiones difusas son, el modelo de aceleraciobn por inercia, de impacto-
aceleracién por caida libre de un peso y el modelo de impacto-aceleracién por aire

comprimido (11).

Los modelos de abordaje in vitro permiten observar las condiciones especificas del dafio

celular traumético. Los modelos para el estudio del dafio axonal difuso se basan en la
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transeccién, compresion traumatica, presién hidrostatica, cambios hidrodindmicos,

estiramiento celular (13) y el modelo de arafiado o rasgado (11). Estos modelos permiten

observar los cambios sobre el balance idnico, niveles de calcio intracelular, permeabilidad

de la membrana y expresion de proteinas del citoesqueleto en relacién a un farmaco (13).

Los modelos mixtos permiten estudiar los dos tipos de lesiones, es el caso del modelo de

induccion de hipoxia o hipotension.

Albert-Weissenberger & Sirén (2010) brindan una clasificaciéon de los principales modelos

experimentales empleados para el estudio de los TCE, pueden apreciarse en la figura

2.1.
Figura 2-3: Modelos experimentales para el estudio de los TCE
Model Spedies Injury Strengths Weaknesses
Weight-drop models
Feeney's weight- rat [22] predominantly  injury mechanism and inflicted injury is close to high mortality rate due to apnea and
drop focal human TBI skull fractures
rat [14], mouse
Shohami's [15] predominantly severity of injury can be adjusted not highly reproducible
weight-drop focal
rat [16,17], well characterized neuroscoring immediately after
Marmarou's mouse [43] predominantly injury allows randomization
weight-drop diffuse
FP models
MFP rat [4647) mixed severity of injury can be adjusted requires craniotomy that may
compensate for ICP increases
LFP rat (48], mouse mixed inflicted injury is highly reproducible within one
[49] laboratory no immediate post-injury neuroscoring
possible
inflicted injury is variable between
laboratories
high mortality rate due to apnea
ca rat [72], predominantly severity of injury can be adjusted requires craniotomy
mouse [73) focal
inflicted injury is highly reproducible no immediate post-injury neuroscoring
Cryogenic rat [92], mouse focal severity of injury can be adjusted mimics only conditionally human TBI
brain lesion [93]

inflicted injury is highly reproducible and easily

quantifiable

Fuente: Albert-Weissenberger & Sirén, L. (2010). Experimental traumatic brain injury

A continuacidon seran detallados tres de

los modelos mas referenciados en

las

investigaciones de dafio cerebral traumatico, en su orden: el modelo de percusion lateral
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por fluido, el modelo de impacto cortical controlado y el modelo de impacto aceleracion por

caida libre de peso (4).

2.1.1 Modelo de percusion lateral por fluido -PLF-

Este modelo fue adaptado para su uso en ratas en 1987, se usa para producir lesiones
focales mediante la deformacion directa del parénquima cerebral. Brinda la posibilidad de
generar contusiones en un solo hemisferio y su aplicacion requiere de craneotomia, previa
anestesia, para cementar en el craneo un tapén de plastico sobre la superficie dural intacta.
A continuacion, al tapon se adapta el extremo de un tubo que debe estar contenido en un
cilindro de Plexiglas relleno con solucion salina isotonica estéril. Al otro extremo se
encuentra un péndulo que genera un pulso de presion sobre el fluido contenido al interior
del tubo y que causara la deformacién en el tejido (11). La severidad de la lesién puede
determinarse variando el pulso de presién, mientras que la localizacién de la craneotomia

determina si se pueden apreciar o no lesiones en la corteza contralateral (53; 11).

Este modelo permite apreciar dafio primario y secundario como la formacién de
contusiones corticales, citotoxicidad, edema y patologia vascular, tanto en el lugar de la
lesibn como en el area pericontusional ipsilateral. Se ha empleado para estudiar disfuncién
cognitiva y demencia secundaria a TCE. Pese a ser altamente reproducible y brindar
control sobre la severidad de la lesién; su uso se encuentra limitado, ya que el incremento
en la fuerza del pulso afecta la funcionalidad del tallo cerebral incrementando el riesgo de

inducir edema pulmonar neurogénico y asi elevar la tasa de mortalidad (53).

2.1.2 Modelo de impacto cortical controlado -ICC-

Este modelo fue inicialmente disefiado para ratones, pero se adaptd su uso en ratas en
1995. Reproduce contusiones cerebrales y permite apreciar lesiones focales. La lesion se
produce por la aplicacion de aire presurizado proveniente de un impactador sélido que al
libera energia mecanica sobre la duramadre integra para asi deformar el tejido cerebral
(11). Requiere de craneotomia y emplea un aparato estereotaxico para fijar la cabeza del
animal. Una vez posicionado el animal bajo el cilindro neumético se liberara una cantidad
de aire que impulsa el impactador e induce la lesion cuya severidad depende
principalmente de la profundidad de la lesién y de la velocidad del impactador (54). La

velocidad del impacto comunmente empleada esta entre los 0,5 a 10 m/s. Se emplea cera
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de hueso para cerrar el craneo y asi evitar que la descomposicion 6sea afecte el proceso

de evolucién de la lesion (11).

Ampliamente empleado para el estudio de la fisiopatologia del dafio secundario inducido

por la lesion focal y para la comprension epilepsia post-traumatica (53).

Un estudio desarrollado en 1991 en el cual se analizé el efecto de las variaciones en la
magnitud del impacto sobre la respuesta neuroldgica, vascular e histopatologica, permitio
concluir que el modelo permite apreciar muchas de las caracteristicas observadas en otros
modelos, como por ejemplo contusiones, hemorragia y dafio axonal; ademas, se pudo
observar una relacion directa entre la severidad de la lesion y la afeccién del tallo cerebral,
demostrando asi que el modelo es una herramienta muy eficiente para la investigaciéon en
TCE (55).

2.1.3 Modelo de impacto aceleracion por caida libre de peso

Ampliamente utilizado para reproducir lesiones difusas similares a las evidenciadas en los
humanos con TCE de distinto grado de severidad. Creado en 1991 por Marmarou se ha
empleado para caracterizar los cambios neurofisiolégicos, histopatologicos y funcionales
de las lesiones traumaticas cerradas (56). La figura 2-3 ilustra los elementos que
componen el modelo. La imagen fue tomada de Marmarou, C.R., Prieto, R., Taya, K.,
Young, H.F. & Marmarou, A. (2009).

Figura 2-4: llustracion de los elementos componentes del modelo de Marmarou.

e Marmarou's weight-drop Plexiglas tubing

Brass weight

Steel helmet over
exposed skull

Foam
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Como puede apreciarse en la figura, el modelo se compone de un tubo de plexiglas
transparente que se fija a un soporte y por medio del cual se desliza una barra de metal
de aproximadamente 450gms peso que impacta sobre un disco metalico previamente
fijado sobre la cabeza del animal, previa anestesia del mismo y exposicion del craneo. La
altura el tubo y el peso determinan la severidad de la lesion, asi, con el peso promedio
sefialado arrojado por un tubo de 1,70 metros, se tendra una lesion traumética moderada.
El modelo induce lesiones difusas que afectan la estabilidad de las neuronas, axones,
dendritas y capilares; y que se relacionan con déficits motores y cognitivos (4). Estas
lesiones son altamente variables, situacion que se ha cuestionado ampliamente, pero que

corresponderia a lo que usualmente se observa en las lesiones traumaticas en humanos.

Feeney y el grupo de trabajo de Shohami llevaron a cabo modificaciones del modelo para
inducir, en el primer caso, lesiones corticales, y para adaptarlo a ratones, en el segundo
caso. Xiong, Mahmood y Chopp (2013) analizaron las propiedades de los distintos modelos
de lesion y determinaron que el modelo de Marmarou y Shohami replicaba con buena
fidelidad cinco de las principales respuestas observadas tras la lesion traumatica
observadas en los casos de TCE por accidentes de vehiculo en humanos, en la tabla 1
tomada de la fuente en mencion, traducida y modificada por la autora, ofrece un resumen

del andlisis realizado y los resultados arrojados.

Tabla 1. Caracteristicas patoldgicas de los TCE en humanos y la capacidad de réplica de

los modelos de lesion.

Modelo Caracteristicas patoldgicas asociadas a los TCE
Modelo de lesién TCE Contusion  Concusién Dafio Hemorragia Fractura
axonal de
craneo

Caida de peso de Shohamiy
Marmarou ++ + ++ + +/-

Caida de peso de Feeney

+ ++ + + -
Contusion cortical de
Maryland + - ++ + -
Percusion lateral por fluido
PLF + ++ + + -
Impacto cortical controlado

+ ++ + ++ -

Modelo de lesion por
explosion + +/- ++ + +/-
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Modelo de lesién penetrante
por disparo ++ ++ + ++ +/-

-No replica la condicién observada en los humanos, +/- posiblemente replica la condicion observada
en humanos, + replica en algun grado la condicién observada en los humanos; y ++ replica con alta
fidelidad la condicion observada en los humanos.

Dentro de los modelos de lesion cerrada, el modelo de aceleracién por caida libre de peso
de Shohami y Marmarou replica con alta fidelidad las contusiones y el dafio axonal, replica
en menor grado la hemorragia y el estado concusional y en menor medida replica la
respuesta observada tras la fractura de craneo. Estas caracteristicas respaldan el uso

frecuente del mismo en el estudio de los TCE.

En la tabla se incluyen tres modelos mas, el modelo de contusion cortical de Maryland, el
modelo de lesién por explosién y el modelo de lesiéon penetrante por disparo. El primero
modelo induce lesidn traumatica en la porcion anterior del craneo por medio del impacto
gue causa una pelota de metal con un peso de ,0535gms lanzada a través de una
plataforma de 2,1 metros de alta que tiene un angulo de inclinacién de 66°. En el caso del
segundo modelo la lesién esta ocasionada por la generacion de una onda de choque,
pretendiendo emular las lesiones observadas en TCE ocasionado por una onda explosiva.
Finalmente, el modelo de lesidn penetrante por disparo busca simular las lesiones
traumaticas ocasionadas por disparos, para tal fin emplea un proyectil que genera una
onda de choque penetrando la cavidad craneana. La severidad de la lesion esta

condicionada por la fuerza de disparo del proyectil y el area lesionada.



3 Neuroproteccion

Se trata de la generacion de intervenciones capaces de prevenir o atenuar o detener la
progresion de los cambios metabdlicos responsables del dafio y la muerte celular. La
eficacia de estas medidas puede estar relacionada con el tiempo en el cual se
implementan, la biodisponibilidad, en el caso de las intervenciones farmacoldgicas, la
forma de administracién y el tiempo de duracion de la misma. En relacion al tiempo de
implementacién Wagner et al. (2011) afirman que las primeras 72 horas post injuria
configuran una ventana terapéutica viable para el éxito de las intervenciones, pues durante
este tiempo se observa un incremento significativo de la proliferacion de factores

proapoptéticos.

Han sido varias las intervenciones estudiadas para detener el dafio celular asociado a TCE,
entre ellas se encuentran las de administracion de agentes farmacol6gicos y otros
derivados naturales hasta las que proponen implementar técnicas como el congelamiento

y el disefio de dietas ricas en antioxidantes.

Para conocer cuales son las principales técnicas de neuroproteccion sobre las cuales mas
se ha escrito en los ultimos afios se realiz6 una revision de la base de datos cientifica
Science Direct. Para la busqueda inicial se usaron como criterios las palabras
Neuroprotection y TBI (Traumatic Brain Injury), como resultado se obtuvieron 1706
articulos; entonces la blsqueda se depurd ingresando las palabras: TBI, Brain injury,
traumatic brain injury, entonces los resultados se redujeron a 178 articulos. Dado que el
interés principal de esta revision esta centrado en reportar la eficacia de las medidas de
neuroproteccion frente al TCE, se dejaron de lado los articulos de revision. De los 178
articulos filtrados, 73 eran de caracter empirico; sin embargo, 15 de ellos analizaban la
expresion de proteinas, activacion de vias metabdlicas y otra serie de cambios asociados
al dafio secundario, con las cuales se establece una hipotesis sobre las moléculas que

habrian de ser intervenidas para lograr efectos neuroprotectores. Los 58 articulos
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publicados en 24 diferentes

revistas analizaban

técnicas y distintos agentes

farmacoldgicos con efectos neuroprotectores bajo la condicion de TCE, en la mayoria de

los casos de severidad moderada.

Tabla 2. Técnicas y terapias cominmente empleadas en los Ultimos 4 afos

Técnicalterapia Biomodelo Resultados obtenidos
experimental
empleado /
Modelo de
lesion
Aplicacion de Ratas Sprague— Aplicado durante las primeras 12 horas post trauma,
campos Dawley disminuye la apoptosis neuronal, la inflamacion vy el
electromagnéticos de PLF edema. Mejora el flujo sanguineo, promueve la

frecuencia
extremadamente
baja (57)

proliferacion, desarrollo y diferenciacién celular e
incide positivamente en la recuperacion funcional.

Privacion de suefo
(58)

Ratas Wistar
ICC

Reduce el dafio morfoldgico, la respuesta inflamatoria
mediada por IL-6 y IL-10 y mejora la recuperacion
funcional.

Ejercicio y dieta

Ratas Sprague—

Induce incremento de los niveles de DHA,

enriquecida con DHA Dawley contrarresta la peroxidacién lipidica y restablece la
(59) PLF homeostasis de la membrana celular. Facilita la
plasticidad cerebral
Consumo de aceite  Ratas Long- Disminuy6 los déficits motores. Inhibié la expresion
de pescado (60) Evans de 17 de Mmp9 y previno la disrupcion de la barrera
dias de nacidas hematoencefalica.
ICC unilateral
Enriquecimiento Ratas Sprague— Increment6 la tasa de supervivencia de las células de
ambiental (61) Dawley los campos CA1 y CA3 del hipocampo. Disminuyo el
ICC de Cheng volumen de la lesién y mejor6 el desempefio de las
tareas motoras y de memoria.
Oxigeno hiperbarico  Ratones Redujo el volumen de la lesién, la respuesta
(62) ICC inflamatoria y la apoptosis neuronal. Atenu6 el edema

cerebral y mejoro la funcién cognitiva y motora.

Oxigeno hiperbarico
(63; 64)

Ratas Sprague—
Dawley
PLF

Inhibié la apoptosis, principalmente en el hipocampo.
La duracion del beneficio depende de la pronta y
prolongada administracion.

Atenud la apoptosis neuronal, redujo la actividad
inflamatoria, el volumen de la lesién y la activacion de
la microglia mediada por la expresion de TNF-aq.

Trasplante de células
progenitoras
neurales en el area
pericontusional (65)

Ratas Wistar
PLF

Favorecié la secrecion de neurotrofinas, redujo la
vulnerabilidad cortical y el volumen de la lesion, tanto
en el hipocampo como en la corteza. Mejor6 el
desempefio en tareas de memoria espacial.

Trasplante de células
madre
mesenquimales
derivadas de la
médula 0sea
humana (66)

Ratas Sprague—
Dawley

CLP de
Marmarou

El trasplante de células madre con soporte de
colageno incremento la  supervivencia vy
diferenciacion neuronal. Mejoré la recuperacion
funcional de la respuesta sensoriomotora y de la
memoria espacial.
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Trasplante de células Ratas Wistar El trasplante de células mesenquimales combinado
madre PLF con manitol mejora la respuesta comportamental y
mesenquimales reduce los marcadores de estrés oxidativo

combinados con
glicerol hiperténico o
manitol (67)

PLF: percusién lateral por fluido, CLP: caida libre de peso de Marmarou, ICC: impacto
cortical controlado, ICC de Cheng: de impacto cortical controlado adaptado por Cheng y

ICC unilateral: impacto cortical contralado unilateral.

La capacidad de la técnica para disminuir la apoptosis y mediar la respuesta inflamatoria,
fueron constantemente registradas. En detalle, se evalu6é con frecuencia la liberacion de
agentes antinflamatorios, la disminucién en el tamafio de la lesién, el mejoramiento en el
desbalance i6nico de la membrana y la disminucién de la emergencia de cambios
morfoldgicos en las neuronas, principalmente hipocampicas que usualmente se registran
en condicién de dafo, fueron las caracteristicas tenidas en cuenta para determinar el
efecto neuroprotector de la técnica. Por otra parte, en algunos casos se registraron
cambios comportamentales y cognitivos, es decir, que se evalud la capacidad de la técnica
para mejorar el desempefio motor del animal y la capacidad de memoria espacial.

3.1 Neuroproteccion mediada por farmacos

Distintos farmacos se han empleado para el estudio de la neuroproteccién en TCE. Los
resultados obtenidos tras el uso de farmacos neuroprotectores en modelos animales ha
demostrado buena efectividad; sin embargo, su impacto disminuye ostensiblemente en los
ensayos clinicos de la fase Il y lll con humanos (4). Por lo pronto, Houlden (50) considera
gue el uso de medicamentos y la implementacién de terapia de rehabilitacién cognitiva
reducen las alteraciones neurolégicas a largo plazo. En la tabla N° 2 se relacionan las
moléculas mas estudiadas durante los Ultimos 4 afios, segun la base de datos Science

Direct y sus efectos sobre la respuesta molecular intervenida.
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Tabla 3. Relacion de agentes farmacoldgicos, moléculas implicadas en la accion

metabolica y los efectos neurol6gicos reportados.

Efectos terapéuticos evaluados

Agente Moléculas EC | V.L D. DIMC A EO M.C. M.NC
farmacoldgico implicadas en BHE
la respuesta
al farmaco
2-Methoxyestradiol HIF-1ay ! . |
(68) AQPs
5Z-7-Oxozeaenol AP-1y NF-
(0Z) (69) kB, IL-1B y ) l 1
TNF-a
8-OH-DPAT (70) Receptores
5-HT7y 5- ! ! 1 1
HT1A
Acido graso CD11b,
palmitoilethanolami GFAP PAR,
de (PEA) (71) nitrotirosina, 1
iINOS, pIJNK
y NF-kB.
Adenomedulina MPO / MDA /
(72) GSH ! ! !
Alcohol (73) NMDA,
caspasa-3y l
NO
Allicin (74) LDH AKT,
NOS !
Amantadina (75) Dopamina
via l 1
nigroestriado
Cafeina (76) Adenosina ! 1
CHPG (77) mMGIuR5 ! l !
Curcumina (78) MDA l l 1
Edaravona (79) APP ! ! 1 1
Etazolate (80) sAPPa. ! 1 1
Fenotiazina (81) Inos ! ! ! 1
FTY720 (82) CDA4+,
CD8+y Lol !
linfocitos
Genipin (83) ROS RNS
tBHP ! !
glicirricina (4cido HMGB1
glicirricinico) (84) ! ! ! !
Glucosa (85) CMRGlc !
Grelina (86) caspasa 3 !
Honokiol (87) cyclin D1-
CDK4-pRb- ! ! 1 1

E2F1
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Inmunoglobulina TNF-a

(88) ool ! ! ! i
Inosina (89) Mst3b - - 1 1
Lipoxina A4 (90) R TNF-q, IL-
1By IL-6 L
Luteolin (91; 92) Nrf2—ARE l ! ! !
SI;/Ilglatonma (93; Citoquinas Lol | I !
Minociclina (95) No reportada R 1
MLC901 (96) Acuaporina
4, BDNFy ! ! 1 1
VEGF
N-acetilcisteina GSH y de
amida (NACA) (97) ATP ! l ! Lot
NGF (98) NF-kB GSK-
36 ! T
Nimesulida (99) COX-2 ! 1
Progesterona (100; COX-2 ! ! ' '
101; 102; 103)
Rapamicina (104) mTOR-p53-
Bax axis l ! !
Resatorvid (105) TAK1, p-
TAK1, TNF- ! 1
a,ylIL-1B
rhSDF-1a (106) SDF-
1/CXCR4 ! ) 1
axis
Rolipram (107) Inactivacion
de respuesta — — — — —
microglia
Solucion salinarica SIRT2
en hidrégeno SRH ! 1
(108)
Sulfuro de mitoKATP
hidrogeno (H2S) ! ! ! !
(109)
T3 hormona BDNF y
tiroidea (110) GDNF l ! ! !
Tamoxifeno (111) p-ERK1/2 l 0
Tanespimicina (17- HSP70
AAG) (112) ! !
tert- Nrf2
butylhydroquinone ! ! ! 1 1

(tBHQ) (113)

E.C.: edema, I.: inflamacién, V.L.: Volumen de la lesién, D.BHE: Disrupcién de la barrera
hematoencefalica, D/MC: Dafio celular/ muerte neuronal, A.: Angiogénesis, E.O.: Estrés
oxidativo, M.C.: Mejora cognitiva, M.NC.: Mejora neuroconductual. Las flechas indican el

incremento 1 0 | decremento en la respuesta analizada. Solo una de las moléculas
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estudiadas no presentd efectos favorables sobre las respuestas evaluadas y por ello

aparece con una linea horizontal.

Los farmacos ensayados en su mayoria presentan efectos positivos sobre distintas
respuestas moleculares asociadas al dafio primario y secundario. Como podra apreciarse,
para determinar la accion neuroprotectora del farmaco se evalla con frecuencia la
disminucion en la proporcion de muerte o dafio celular y la atenuacion de la respuesta
inflamatoria. Los estudios realizados para evaluar la accién de los farmacos se centran en
la evaluacion de los cambios cognitivos y neurocomportamentales, una de las razones que
mas se aluden para argumentar realizar dicha evaluacion se relaciona con el propésito de
pretender conocer la persistencia del efecto favorable del agente farmacolégico, dado que
cuando algunos de estos agentes se ha empleado con los humanos el efecto no se
presenta o no persiste.

3.1.1 Accion neuroprotectora del resveratrol

El resveratrol (RSV) es un compuesto quimico presente en varias plantas, entre las que se
encuentran las uvas, algunos frutos rojos y el mani (ver Figura 2). Induce la produccion de
fitoalexinas, metabolitos secundarios capaces de regular los genes esenciales del
crecimiento y desarrollo de la planta. Su liberacién se produce bajo condiciones de estrés
tales como el incremento de la radiacion ultravioleta, el uso de agentes quimicos nocivos
y el ataque de algunas variedades de hongos. Durante las primeras ocho horas después

del dafio la liberacion del RSV es elevada y sostenida (114).

El nombre de RSV procede de la combinacion entre la estructura quimica de la molécula,
resina, y el nombre de la planta de la cual se aislé, la Veratrum. EI RSV es un polifenol
sintetizado por la accion de la estilbeno sintasa, un hidrocarburo aromético. El interés por
su estudio entré en auge después de que en 1990 fuera publicado un estudio realizado en
Francia en el cual se sugiri6 que la baja tasa de mortalidad a causa de enfermedades
coronarias o cardiacas, pese al alto consumo de grasas saturadas por parte de la

poblacién, guardaba relacion con el consumo elevado de vinos (115).
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Figura 3-5: Algunas plantas que contienen resveratrol. Imagen tomada de Aggarwal, et
al (2014)

HO
O~-Cr

Ho' Resveratrol

El RSV es un componente abundante en los vinos rojos y es responsable de la reduccion
de los lipidos séricos. En la actualidad existen varios suplementos dietarios que contienen
RSV bien sea como Gnico componente 0 en combinacién con otros para incrementar su
baja biodisponibilidad, entre ellos se encuentran: glucosamina, flavonoides, estilbenoides,
acidos fendlicos y vitaminas. Las dosis de administracion son muy variadas, van desde los
0,2 hasta los 1.000 mg (116).

El RSV ha demostrado accion antitumoral y protectora en enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes, isquemia cerebral y TCE, entre otras. Su accion en el SNC
permite atenuar el dafio neuronal, principalmente en el hipocampo, disminuir la respuesta
inflamatoria, el estrés oxidativo y la apoptosis (21), efectos relacionados con la

recuperacion de la actividad de glutamato descarboxilasa (GAD) mediante la accion de la
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via PPARa. ElI RSV regula al alta enzimas antioxidantes como glutation peroxidasa,
catalasa y quinona reductasa, inhibe la peroxidacion lipidica, la ornitina descarboxilasa
(ODCQC), las proteina quinasas y regula la apoptosis mediada por distintas vias incluyendo
la regulacion al alta de p53, la activacion de caspasas, el decremento en Bcl-2 y Bcl-xl, el
incremento en Bax, la inhibicidn de ciclinas tipo D, y la mediacién de las cascadas NF-kB
and AP-1. Regula al alta proteinas antioxidantes (por ejemplo, SOD) y proteinas
antiinflamatorias como por ejemplo IL-10, a la vez que disminuye las citoquinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-ay TGF- 31 (117; 118).

Con el objetivo de conocer la accidon del resveratrol en TCE, se llevé a cabo una revision
de articulos publicados en las bases de datos Science Direct y PubMed. Como criterios de
basqueda se emplearon las palabras: resveratrol y traumatic brain injury, la bdsqueda
inicial en la base Science Direct arrojé 256 articulos publicados en revistas desde 1996
hasta el presente afio; la busqueda se depuré filtrando los articulos que tenian las dos
palabras en el titulo, las palabras clave o el resumen, como resultado se obtuvo 5 articulos,
tres de ellos eran revisiones. En PubMed se encontraron 11 articulos, cuatro estaban
relacionados en la base de datos anterior. En total se analizaron 12 articulos, seis articulos
originales. Se prest6 atencion a las respuestas metabdlicas analizadas, al modelo de lesion
y biomodelo, y a la dosis administrada. En la tabla 4 se encuentra el resumen de los

resultados obtenidos.

Tabla 4 Respuestas implicadas en la accién neuroprotectora del RSV

Elementos de andlisis Método Respuesta/Moléculas  Conclusion

evaluadas
Eficacia a nivel preclinico de Estrés oxidativo RSV incrementa la
farmacos con accion supervivencia celular
antioxidante (119)
Estrés oxidativo y nitrosativo en Estrés oxidativo El estrés y la
la respuesta neuroinflamatoria y Neuroinflamacion peroxidacion lipidica
el metabolismo anormal de la inducen y prolongan la
dopamina (120) activacion de la

microglia.

Vias metabdlicas de accion del Estrés oxidativo La sinergia de las vias
RSV en TCE, isquemia y dafio Neuroinflamacion activadas atenla el dafio
en la espina dorsal (121) (microglia) secundario.
Datos experimentales y clinicos Neuroinflamacion El RSV atenda la
del consumo de suplementos (TNF-a, IL-1B) activacion de la microglia
dietarios en dafio cerebral a través de la regulacion
adquirido y no adquirido (122) al alta de la SIRT1 vy la

activacion de la via
MAPK.
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Papel de la alimentacion en la
recuperacion y evolucion de los
pacientes con TCE (123)

RSV
Q10
Vitamina E

El consumo de acidos
grasos como omega 3, la
vitamina D y el zinc
facilitan la recuperacion.

Papel de la reaccion reduccion-
oxidacion en la fisiologia del
TCE (124)

Estrés oxidativo

RSV inhibe la
peroxidacion lipidica 'y
activa el factor de
transcripcion Nrf2/ARE

Accion del RSV sobre la muerte  Ratones LC3-II RSV suprime la accion

celular por apoptosis y por Modelo invivo  GSK-3f de GSK-3pB que

autofagia (125) e in vitro de Estrés oxidativo interviene en los

TCE procesos de apoptosis y

autofagia.

Papel del RSV en la activacion Ratones IL-3 Administracion aguda del

de la microglia y la produccion ICC IL-12 RSV decrementa la

de IL3y IL12 (126) respuesta
neuroinflamatoria.

Capacidad del RSV pararegular  Cultivo de Expresion de GFAP, RSV inhibe la liberacion

los niveles extracelulares de astrocitos OX42, APC y beta- de gliotransmisores y la

gliotransmisores y la activacion Compresion tubulina | fosforilacion de p38 a

de la via MAP quinasa p38 de tejido través del bloqueo de los

(127)

canales de calcio

Evalué el efecto del RSV sobre

Ratas Wistar

MDA, GSH, NO, XO

El RSV reduce el estrés

el estrés oxidativo (128) Modelo CLP oxidativo y el volumen de
la lesién

Analiza el efecto del RSV sobre  Ratas de 7 Respuesta motora y El RSV preserva en

el dafio al hipocampo y los dias de memoria mayor medida las células

déficits comportamentales (22) nacidas. del hipocampo y mejora
la respuesta motora y la
memoria

Accion del RSV sobre la Ratones Receptores de Los receptores de

regulacion del transportador de hembra estrégeno alfa y beta estrogeno estan

dopamina (DAT) en el estriado Injuria por involucrados en la

de ratones hembras (129) contusion regulacion al alta de los

receptores DAT, accion
mediada por el RSV en
las neuronas
dopaminérgicas.

La dosis administrada de RSV estaba entre 20 mg/kg hasta los 100 mg/kg, siendo las dosis

altas las que mejor resultado presentaron. Un solo articulo mostraba los resultados del

RSV sobre la respuesta neuroconductual y cognitiva. A nivel histopatol6gico se analizé la

respuesta del RSV en el cértex y el hipocampo. En su mayoria los resultados obtenidos

postulan al RSV como un farmaco seguro para el uso en humanos, pese a que en la

revision no se encontré ningan articulo que relacionara el uso del RSV en humanos pos-

lesiéon, su uso ha estado condicionado en la modalidad de pretratamiento administrado

como suplemento dietario donde los beneficios sobre la evolucion del paciente han sido

favorables, pese a que se discute su interaccion con otros factores como el ambiente en

el que se encuentre el paciente.
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En lo que a los TCE se refiere se ha podido establecer que la administracion de RSV
reduce la activacion de la microglia en el cortex cerebral, el cuerpo calloso y el giro dentado
(126) e incrementa la supervivencia neuronal. En modelos murinos se ha demostrado que
el tratamiento con RSV en una dosis Unica y administrada de forma inmediata tras el TCE,
induce disminucién en los niveles de algunos indicadores de toxicidad celular tales como

malondialdehido o MDA, que se emplea como marcador de la degradacion oxidativa (128).

Si bien existen diversos estudios que ratifican el caracter neuroprotector de ésta molécula,
principalmente sobre las neuronas hipocampicas, los mecanismos que subyacen a dicha
accién se encuentran aun en discusién. Una de las hipétesis que se ha trabajado afirma
gue la accion neuroprotectora del RSV se debe a que induce la expresién al alta de una
proteina nuclear llamada sirtuina 1 (SIRT 1), proteina catalizadora de la desacetilacion de
proteinas acetiladas en residuos de lisina que emplean como segundo sustrato
dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD+), para producir la proteina desacetilada,
nicotinamida y ADP-Ribosa acetilada (130). SIRT 1 forma parte de la familia de sirtuinas,
en total siete, que cumplen funciones de silenciamiento génico y regulacion metabdlica

utiles para la supervivencia celular, principalmente la de tipo 1y 2.

La activacion de la SIRT1 disminuye el proceso de degeneracion walleriana lenta, proceso
en el cual los axones pierden su conexion con el cuerpo celular por efecto de la
degradacioén de los microtibulos del citoesqueleto. La SIRT1 también puede ser activada
por el RSV o aplicando restriccion caldrica controlada (128), ésta ultima es una medida de
neuroproteccion en la cual se altera el funcionamiento de la mitocondria para reducir la
produccion excesiva de ERO. No es claro hasta ahora la influencia precisa que tiene el
RSV sobre la expresion de las sirtuinas, en especial la de tipo 1. Estudios previos habian
sefialado que la regulacion al alta estaba asociada con la disminucion de la patologia
axonal, sin embargo, recientes estudios cuestionan este punto y por el contrario
argumentan que es la regulacién a la baja de la expresion de la proteina la que actia como
factor de proteccion (25). Determinar este aspecto es complejo en la medida en que el
RSV tiene la capacidad de inducir varios efectos a través de mecanismos relacionados
entre si (115).



4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar en el hipocampo, regiones CA1 y CA3, y en la corteza frontal, areas motora
primaria y motora de las vibrisas, el efecto neuroprotector de la administracion aguda y en
baja dosis del resveratrol en ratas Wistar macho sometidas a traumatismo

craneoencefalico mediante el modelo de impacto-aceleracion por caida libre de peso.

4.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del resveratrol en la condicion de lesion sobre la expresion de la proteina
MAP2 y la morfologia de las neuronas piramidales de las regiones CAl y CA3 del

hipocampo y en las cortezas motora primaria y de las vibrisas

Evaluar el efecto del resveratrol en la condicion de lesion sobre la activacion de las células
de microglia (densidad y morfologia) de las regiones CA1l y CA3 del hipocampo y de las
cortezas motora primaria y de las vibrisas, detectada a través de la expresién de la proteina
IBA-1.



5 Metodologia

Este es un estudio descriptivo y experimental, ya que pretende evaluar en un modelo in
vitro el efecto del Resveratrol sobre la supervivencia neuronal y la respuesta inflamatoria
en el contexto de los TCE, ambas respuestas evaluadas mediante la expresion de la
proteina MAP2 y de la activacién de la microglia.

5.1 Disefo experimental

5.1.1 Animales de experimentacion

Para el desarrollo de esta investigacion se trabaj6 con 15 ratas de la cepa Wistar, machos,
de 3 meses de edad con peso aproximado entre 400 - 500 gramos, provenientes del
Instituto Nacional de Salud. Los animales se alojaron bajo condiciones ambientales y
nutricionales segun establece la Ley 84 de 1989 y la Resolucion N° 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud, por las cuales se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion biomédica con animales de laboratorio. El proyecto
conto con la aprobacién del Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional de Colombia (Anexo A).

Los animales fueron alojados durante dos semanas en el laboratorio de fisiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria en cajas elaboradas en policarbonato con cubierta de
acero inoxidable de 32 cm de ancho, 38 cm de largo y 18 cm de altura, en grupos de tres
animales segun el disefio propuesto y se mantuvieron bajo un ciclo de luz - oscuridad 12h
/ 12h (la luz se enciende a las 7:00 am), a una temperatura de 20 +/- 1° C a una humedad
del 50 +/- 10 % y con disposicion de comida ad libitum. La tercera semana iniciaron las
sesiones experimentales que se desarrollaron durante el periodo de luz, entre las 7:00 y
las 13:00 horas. Los animales se asignaron de forma aleatoria a uno de los siguientes tres

grupos que se detallan a continuacion:
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Grupo control (C). Ratas sin tratamiento a las que les aplic6 el protocolo de anestesia, la
fijacién del disco metélico sobre el craneo y la disposicion bajo el lesionador, pero sin que
caiga el peso.

Grupo experimental trauma craneal y vehiculo (EV). Ratas sometidas a protocolo de
anestesia y lesion que inmediatamente fueron inyectadas en la region intraperitoneal con
la solucion compuesta por etanol absoluto diluido en salina fisiologica (95%) en una Unica
dosis.

Grupo experimental trauma craneal y resveratrol (EF). Ratas a las cuales se les aplicé
el protocolo de anestesia y lesion, seguido de forma inmediata por la inyeccion del farmaco
en la region intraperitoneal en Unica dosis en promedio de 20mg/kg de resveratrol (Santa
Cruz biotechnology inc.: sc-200808) disuelto en etanol absoluto y diluido en salina
fisiolégica (95%). La dosis promedio reportada en estudios previos para el mismo modelo
de lesion es de 100mg/kg de resveratrol disuelto en etanol al 2% vy diluido en salina
fisiologica (50%) administrada en Unica dosis tras la lesién o en dosis reiteradas por un
periodo de tiempo determinado que va desde las primeras 24 horas pos lesién hasta
inclusive varios dias después (131; 132; 128; 126). Teniendo en cuenta que en la
actualidad se discute sobre la relacion que existe entre la dosis del farmaco y la respuesta
de neuroproteccion, en la medida en que existen resultados que afirman que las dosis altas
disminuyen la respuesta de neuroproteccion (131), se decidid evaluar la respuesta de las
neuronas del hipocampo y de la corteza frontal, areas motora primaria y secundaria, a una
Unica baja dosis del farmaco, administrada de forma aguda; de igual forma, también se
redujo el tiempo de sobrevivencia tras el trauma a 8 horas, con el animo de analizar la

accion del farmaco sobre los primeros signos del dafio secundario.

Estos protocolos de fueron avalados por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de

la Universidad Nacional de Colombia.

5.2 Procedimiento parainducir lalesién traumatica

En el presente estudio se empled6 el modelo de impacto-aceleracion por caida libre de peso
de Marmarou, para su correcto empleo se siguieron los pasos descritos por el autor (91).

Se trata de un modelo sencillo que emplea poco tiempo y que se utiliza para reproducir
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gran parte de las alteraciones fisioldgicas evidenciadas en un TCE globales y cerrados,
como lo son las alteraciones asociadas al dafio axonal difuso (88). Consiste en dejar caer
de forma libre sobre la cabeza del animal una pesa que se encuentra localizada dentro de
un cilindro metalico que controla su caida y que impacta sobre un disco metélico de 10mm
y 3mm de diametro que se adhiere previamente al craneo del animal con el &nimo de
distribuir el impacto y generar una lesion difusa (89). El animal fue previamente
anestesiado con isoflurano y luego dispuesto bajo el impactador. La altura desde la cual
cae la pesa y el peso de la misma definen la intensidad del trauma (90), en este caso la
pesa de 450 gms cae desde una altura de 1,70 metros. Dado que el objetivo era producir
una lesién difusa, se siguié la recomendacion de emplear una plataforma flexible, un
colchdn elaborado en gomaespuma con una constante de elasticidad de 4-0 tipo E. Para

disminuir el riesgo de mortalidad por apnea se empled soporte respiratorio (90).

La Figura 5-5 detalla la posicion del animal, la localizacién del disco metalico y el peso en
el modelo de impacto-aceleracién por caida libre de peso de Marmarou.

Figura 5-6: Esquema detallado de la posicion del animal en el modelo de lesion

aceleracion caida libre de peso.

Impacto Aceleracion angular en
5 el plano sagital

0 0 :

i) =

Tomada de Prieto et al (2009). En A se puede apreciar la posicion del animal sobre el
colchéon de gomaespuma, y la direccion del cilindro y la pesa, en la imagen del recuadro
se aprecia la posicion del disco metalico sobre la cabeza del animal. En B se observa 2
variaciones del angulo de caida del peso sobre la cabeza del animal. En lo que respecta a

ésta investigacion la representacion 1 es la que fue empleada.
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Los animales se anestesiaron en cdmara de gases con Isoflurano al 5% para la induccion
y al 3% para el mantenimiento (55). Una vez alcanzado el nivel de profundidad de la
anestesia, los animales fueron dispuestos en posicion decubito prono en la plataforma de
goma-espuma, previa disposicion del disco metalico sobre su cabeza (88). Se mantuvo al
animal de con soporte respiratorio e insoflurano durante la lesién y por dos minutos tras la
misma. La administracion de la inyeccién intraperitoneal del vehiculo o del farmaco, en el

caso de los grupos experimentales, se realizé de forma inmediata tras la lesion.

El farmaco empleado tiene una solubilidad de 500mg en 10ml de etanol absoluto (99.6%).
Se prepard una solucion madre con 50mg del farmaco disuelto en 1ml de etanol, a
continuacion se tomé 1ml de la solucion madre y se diluyé en 19ml de solucion salina;
entonces cada ml de la solucién final contenia 2,5 mg de resveratrol en etanol al 5%. La
dosis promedio calculada fue de 8ml/Kg por rata, es decir que cada rata recibié en
promedio 10mg de resveratrol. A continuacién la tabla N° 3 se detallan los pesos y dosis

de los animales pertenecientes al grupo TR.

Tabla 5. Pesos y dosis administradas

Cédigo Peso del animal en Dosis Dosis
gramos al diadela administrada administrada de
lesion de RSV solucion vehiculo

C1 490

Cc2 441

C3 507

C4 525

C5 464

TV1 510 4,08ml

TV2 570 4,56ml

TV3 444 3,552ml

TV4 422 3,376ml

TV5 413 3,304ml

TR1 441 3,528ml

TR2 448 3,584ml

TR3 560 4,48ml

TR4 429 3,432ml

TR5 486 3,888ml

El codigo estd compuesto por las iniciales del grupo al cual corresponde el animal seguido

del nimero asignado dentro del grupo. C grupo control, TV grupo con lesién traumatica y
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solucién vehiculo y TR grupo con lesion traumatica y resveratrol. En promedio se
administr6 una dosis préxima a los 4ml por animal de la solucién con el farmaco, mientras
gue al grupo TV le fue administrado un poco mas de 4ml de solucién vehiculo compuesta

por etanol absoluto diluido en salina fisiologica (95%).

5.3 Procedimiento para la fijaciéon y extraccion del tejido
cerebral

Tras aplicar el protocolo de anestesia y lesion, segun al grupo al que corresponde, el
animal es retornado a su caja. 8 horas después los animales fueron anestesiados de
manera profunda con Isofluorano al 5% para ser perfundidos transcardialmente con
solucién salina isoténica hasta exanguinarlos. Posteriormente se perfundieron con solucién
de paraformaldehido (PFA) al 4% y en solucién salina tamponada con fosfatos (PBS), ph
= 7,4, para fijar y posteriormente remover el cerebro rapidamente. El cerebro se almacend

en tubos falcon con PFA hasta su uso para la obtencién de muestras.

5.4 Procedimiento para la obtencion de muestras de
tejido

Para la obtencion de las muestras de tejido los cerebros fueron cortados en 4 secciones
gruesas, dos de la porcién anterior y dos de regiones mediales, con ayuda de los moldes
plasticos para cortes en vibratomo. Se realiz6 la inmersién de una seccion anterior y una
seccion medial en PBS para proceder a cortar muestras de tejido de 30um de espesor.
Los parametros del vibratomo para los cortes fueron: velocidad de 4 y amplitud de 7, los
primeros 3 cortes de la muestra fueron rechazados. De la porcion anterior fueron evaluadas
las regiones motora primaria y secundaria del I6bulo frontal (coordenadas: interaural 10.68
mm y bregma 1,68 mm) y de la porcién medial para apreciar los campos CA1 y CA3 del
hipocampo (coordenadas: interaural 6.00 mm y bregma -3.00 mm). Los cortes se tomaron
con referencia en las figuras 13 y 58 del atlas de coordenadas estereotaxicas de Paxinos
y Watson, sexta edicion (Ver figuras 5-6 y 5-7). Los cortes seriados se almacenaron en
tubos de eppendorf de 2ml con solucién anticongelante preparada con PB, agua destilada,

sacarosa y etilenglicol, hasta su utilizacion.
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Figura 5-7: Corte coronal empleado como guia para la obtencién de muestras de tejido

del I6bulo frontal.

Figura tomada del Atlas de coordenadas estereotaxicas de cerebro de rata de George
Paxinos y Charles Watson, sexta edicion. Delimitadas en rojo las areas corticales de
interés, el area motora primaria (M1) y el area motora de las vibrisas (vM1).

Figura 5-8: Corte sagital empleado como guia para obtener las muestras de hipocampo.

CA3

Figura 58 del Atlas de coordenadas estereotéxicas de cerebro de rata de George Paxinos
y Charles Watson, sexta edicion. Delimitadas en rojo el hipocampo, los campos CAly

CAS3 son las regiones de interés.
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5.5 Protocolo de Inmunohistoquimica

Para ésta investigacion se evalué la expresion de la proteina MAP2 y la proteina de union
a calcio con el anticuerpo Iba-1 para determinar la actividad de la microglia. A continuacién
se presenta referencia a la accién de las proteinas a evaluar. Los microtabulos son
componentes del citoesqueleto, estructuras que permiten el transito celular y brindan
soporte estructural a la célula (84). Las proteinas asociadas a los microtibulos (Tau,
MAP2) permiten las modificaciones a la estructura y funcionamiento de los mismos. MAP2
forman parte de una familia de proteinas termoestables que participan en la morfogénesis
neuronal, mantenimiento de la arquitectura celular, organizacién interna, divisién celular y
otros procesos (85). Frente a un TCE se incrementa la fosforilaciébn y degradacion

proteolitica de MAP2 principalmente en el soma y en las dendritas (86).

El estudio realizado por Riascos y colaboradores (2008) de la Universidad del Valle,
mediante la aplicacion de la técnica de cultivo organotipico, permitié observar respuestas
histopatoldgicas diversas en el tejido lesionado y en las proximidades al mismo, cambios
referentes a la organizacion de las proteinas del citoesqueleto, en virtud de las variaciones
en los procesos apicales implicados en los patrones de conectividad (41). La investigacion
se realizé con tejido de la corteza cerebral de 6 pacientes con diagnéstico de TCE severo
a los cuales les fue practicada craniectomia descompresiva. Los cambios reportados se
relacionan con la pérdida de la inmunorreactividad tanto en NeuN como en MAP2, es decir
cambios en el marcador neuronal como en los microtibulos, éste compromiso fue mayor
en las capas supragranulares, con preservacion de las laminas corticales. La expresion de
NeuN en el tejido contuso se aprecid disminuida y fragmentada en el ndcleo, fenémeno
predominante en la capa lll; por otra parte, la intensidad de la marcacion de MAP2
disminuyo6 y se fragmentd. La pérdida de la inmunorreactividad fue heterogénea en relacion

a la zona focal de la lesién y a las zonas proximales al mismo.

En relacion a la activacion de la microglia en TCE no esté claro si su activacion promueve
la supervivencia neuronal o si exacerba el dafio en la célula (46). El incremento y
proliferacion en la actividad microglial se debe a la secrecion de TNF-a, cuya expresion
incrementa rapidamente pocas horas tras la lesion. Las células microgliales contindian

expresando TNF-a como parte del mantenimiento y amplificacion de la cascada
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inflamatoria 2 — 5 dias después de la injuria (47). Esta es una via de intervenciéon que ha
sido estudiada mediante el uso de farmacos encontrando respuesta favorable.

Para evaluar la expresion de las proteinas los cortes fueron dejados 30 minutos antes en
Buffer Fosfato Salino (PBS). Para evaluar la expresion de MAP2 se realizaron 4 lavados
en PBS por 3 minutos cada uno, se permeabilizé el tejido con PBS méas 0,5% de tritdn
X100 y luego se lavo 2 veces el tejido por 8 minutos cada una. Para el blogqueo de la
peroxidasa endogena se sumergié el tejido por 20 minutos en una solucion compuesta por
de agua destilada, PB 2x, etanol y peréxido de hidrogeno. Se lavé el tejido 2 veces por 10
minutos en PBS. El tejido fue equilibrado con PBS mas 0,5% de triton X100y se bloquearon
las uniones inespecificas del anticuerpo primario con PBS mas 0,5% de tritdn, gelatina de
piel de cerdo y suero fetal bovino, durante una hora. Las muestras fueron incubadas
durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario contra MAP2 (Abcam, Rabbit
Policlonal Antibody, ab32454) diluido en la solucién de blogueo a una concentracion de
1:700. Se lavo el exceso de anticuerpo primario con PBS mas 0,5% de triton X100, luego
las muestras fueron incubadas con el anticuerpo secundario goat anti-rabbit IgG biotinilado
(Kit ABC Vectastain goat anti-Rabbit IgG K-4001) diluido en la solucion de bloqueo por una
hora. El revelado se realiz6 con DAB (Kit DAB Vector Sk 4100). Las muestras se lavaron
en PBS, se montaron en laminas cargadas y se deshidrataron en alcoholes de
concentracion creciente. Las muestras se cubrieron con laminas cubre objetos y se usoé

como medio de montaje Entelan diluido en Xilol.

Para la marcacién de la microglia se empled el siguiente protocolo desarrollado por el

grupo de neurociencias de la Universidad de Antioquia:

Se lavaron las muestras en PB 0,1M 5 veces por 5 minutos, luego se realiz6 el bloqueo de
la peroxidasa enddgena con solucién de PB 0,1M, agua destilada y Metanol, se repiti6 el
lavado inicial y se bloguearon las uniones inespecificas con la solucion de blogueo
compuesta por: PB 0,1M, Gelatina de piel de cerdo, suero fetal bovino, y tritbn X100. Se
empled como anticuerpo primario anti Iba -1 Rabbit (Wako: 019-19741), que reconoce la
proteina de union a Calcio, diluido en la solucion de bloqueo a una concentracion de 1:1000
durante toda la noche a 4°C. Las muestras fueron lavadas en PB 0,1M 4 veces por 5
minutos y se procedid a la incubacién con el anticuerpo secundario goat anti-rabbit 19G
biotinilado (Kit ABC Vectastain gota anti-Rabbit IgG K-4001) durante 2 horas. Se lavo el

exceso de anticuerpo secundario con PB 0,1M y se incub6 por 2 horas en la solucion ABC.
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Finalmente, las muestras fueron lavadas y se procedio al revelado con DAB. Las muestras
se montaron en laminas cargadas y se realizé una contra tincién con violeta de cresilo. Las
muestras se cubrieron con laminas cubre objetos y se us6 como medio de montaje Entenal

diluido en Xilol.

Para la captura de las microfotografias se empled el microscopio 6ptico (Microscopio
Axioskop 40 marca Zeiss) y la camara Canon Power Shot G10. Se capturaron
microfotografias digitales con una magnificacién de 5X, 10X y 40X. Los parametros para

determinar la densidad optica de MAP2 fueron:
Ajuste de tamafio: Alto: 640 y Ancho: 8538 bits
Seleccion de muestra: 120 por 550B&C: 131y 167

El andlisis de las imagenes se realiz6 mediante el software de procesamiento y analisis de
imagenes digitales Image J, programa desarrollado por el Instituto Nacional de Salud
Mental de Estados Unidos, que permite, a partir de la reconstruccion tridimensional,
cuantificar y obtener los datos de caracter morfométrico y densiomeétrico.

5.6 Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos obtenidos se us6 el paquete estadistico SPSS version
20, mediante el cual se realizo6 el andlisis de varianza (ANOVA), las pruebas t planeadas y
el analisis de correccién y comparaciones mdultiples Bonferroni. Todos los datos se
presentan como promedio +/-SD o SEM segun sea el caso. Se determiné el tamafio del

efecto a través del calculo de la d de Cohens.



6 Resultados

En este capitulo se presentan los cambios asociados a la lesion y el impacto del farmaco
sobre los mismos. Se relacionan los resultados obtenidos por cada grupo sobre: 1) las
variaciones en inmunorreactividad de la proteina MAP2; 2) las alteraciones morfolégicas
de las neuronas piramidales; y 3) los cambios asociados al proceso de activacién de las
células de microglia. Inicialmente se muestran los cambios en las regiones hipocampicas,
CAl y CA3, y posteriormente en las areas corticales, motora primaria y motora de las

vibrisas.

Los cambios en la expresion de la proteina MAP2 se determinaron mediante el célculo de
las unidades de densidad Optica y se analizo la intensidad y uniformidad en la marcacién
sobre las neuronas y los procesos dendriticos. Para la evaluacion de la integridad y
orientacion de los procesos de las células piramidales se tuvo en cuenta el reporte previo
gue sefiala que tras el TCE éstos se aprecian tortuosos, edematosos, interrumpidos

(fragmentacién) y orientados en forma oblicua y no vertical (28).

Con base en los reportes previos sobre vulnerabilidad a la lesiéon traumética se eligieron
las areas corticales y regiones hipocampicas para analisis. Se escogi6 trabajar con el
I6bulo frontal porque con frecuencia se encuentra comprometido en las lesiones

traumaticas de humanos (133).

Para el analisis de los cambios en la respuesta de activacion de las células de microglia
se tuvieron en cuenta los criterios definidos por Loncarevic-Vasiljkovic y colaboradores
(2012): densidad, longitud de los procesos, tamafio y forma del soma. Los autores
describieron que en estado de reposo de las células de la microglia presentan
ramificaciones con procesos extensos y finos, y un soma alargado. La activacion moderada
se evidencia por un discreto incremento en el nimero de células, acortamiento de los

procesos y engrosamiento del soma; mientras que en la activacion intensificada
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incrementa la densidad de células de forma significativa y los cuerpos celulares toman una

forma ameboide o rendondeada con una marcada retraccién de los procesos (3).

Para establecer la significancia de las diferencias en cada uno de los aspectos evaluados
se realizaron pruebas t de Student planeadas con una distribucion de dos colas. Se realizé
una ANOVA de dos vias y un pos hoc Bonferroni para el andlisis de las comparaciones
multiples intra e inter grupos. También se realizo el calculo de la d de Cohen para estimar
el tamafio del efecto, entendido este como el grado de generalidad del resultado que indica
gue existe una diferencia significativa entre determinados grupos (134).

6.1 Inmunorreactividad de la proteina MAP2 en las
regiones CAly CA3 del hipocampo

En la Figura 6-8 y 6-9 se aprecia que la lesién traumatica induce un descenso significativo
de la IR de la proteina MAP2 en ambas regiones, pero es evidente que la pérdida de la IR
en la region CA3 (P < 0,000) es mayor a la registrada en la region CA1 (P < 0,009). La
administracion de la dosis de RSV logra atenuar la respuesta en ambas regiones. El efecto
de la inyeccién del RSV es mas evidente en la regién CA3 (P < 0,025) que en CAl (P <
0,05). En sintesis, se encontré que la region CA3 presenta mayor vulnerabilidad que la
region CALl en relacién con la pérdida de IR de la proteina por efecto de la lesion
traumatica, y la alteracibn en ambas regiones es atenuada de forma significativa por la

administracion del farmaco.
Figura 6-9: Inmunorreactividad de MAP2 en la region CAl

La figura podra verse en la siguiente pagina.
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Micrografias tomadas a 10X con zoom digital de 1,8. La grafica de barras presenta el
promedio de la cuantificacion por unidades de densidad de la expresion de la proteina
MAP2 en la region CA1 del hipocampo. Se presenta la media y el error estandar por grupo;
se asumié un *P < 0.05. Puede apreciarse que la lesion induce un descenso muy
significativo de la inmunorreactividad de la proteina (P < 0,009), indicando un grave
compromiso de las neuronas piramidales; por otra parte, esta respuesta se ve atenuada
por la administracion aguda del resveratrol de forma significativa (P < 0,050), posiblemente
ello indique que las neuronas tengan un compromiso menor y en virtud de ello una mejor

funcionalidad.
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Figura 6-10: Cambios en la inmunorreactividad de MAP2 en la region CA3.
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Micrografias tomadas a 10X con zoom digital de 1,8. La grafica de barras presenta el
promedio de la cuantificacion por unidades de densidad de la expresion de la proteina
MAP2 en la region CA1 del hipocampo. Se presenta la media y el error estandar por grupo;
se asumio un *P < 0.05. El descenso de la IR de la proteina es muy significativo (P < 0,000)
y mucho mas dramatico que lo observado en el campo CA1, ello indica que CA3 es mas
vulnerable a la lesion, no obstante la administracion del farmaco logra que dicha respuesta
tenga un menor impacto. La dosis administrada de RSV logra atenuar de forma muy
significativa (P < 0,025) la disrupcion del citoesqueleto en CA3, con tal impacto que la

respuesta alcanza niveles similares a los registrados en el grupo control.
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6.2 Cambios morfoldgicos en las neuronas piramidales
de las regiones CAly CA3tras lalesion y el efecto
de la administracion del farmaco.

A continuacion se evaluaron los cambios morfolégicos de las neuronas piramidales de las
regiones CAl y CAS3 tras la lesion, y el efecto que la administracién del farmaco pudiera
tener sobre los mismos. En la Figura 6-10 se aprecia la disposicién de las neuronas
piramidales de la region CAl. En el grupo control puede verse que las células son mas
abundantes, la marcacion de la proteina es mas intensa y homogénea, delimitando
claramente somas y terminales dendriticas. La imagen ampliada de una porcion de la
region permite apreciar la orientacion e integridad de los procesos dendriticos en el grupo

control y las alteraciones en los mismos en los grupos con trauma.

Figura 6-11: Morfologia de las células piramidales de la region CA1, los cambios inducidos

por la lesion y el efecto del farmaco.
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A la izquierda las micrografias tomadas a 10X y zoom digital de 1,8 de las muestras de
tejido de los grupos control, trauma vehiculo y trauma resveratrol. En amarillo se delimité
la regién a la cual corresponde cada una de las imagenes de la derecha. El tratamiento de
las imégenes se realizd con realizdé con la ayuda del software Image J. Se aprecian
secciones de las muestras anteriores aumentadas con zoom digital e inversion de color
(250 ancho x 1300 largo). Se encuentran las secciones de cada grupo y se dispuso al lado
la organizacion laminar de las células de dicha regién (OS: Estratum Oriens, Py: Piramidal,

Rd: Radial y MI: Lacunosum Molecular).

En la condicién de lesion los procesos se fragmentan (flechas), se observa tortuosidad y
cambios en la orientacion, de vertical a oblicua. Estos cambios fueron evidenciados
principalmente en el radiatum de las muestras de los grupos con lesion traumatica. En este

aspecto la accién del RSV no se evidencia.

Figura 6-12: Morfologia de las células piramidales de la region CA3, los cambios inducidos

por la lesion y el efecto del farmaco.

La figura podra verse en la pagina siguiente.
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En la Figura 6-11 se observan los cambios morfolégicos pos-lesion de las neuronas
piramidales de la region CA3. A la izquierda las micrografias tomadas a 10X y zoom digital
de 1,8 de las muestras de tejido de cada grupo. A la derecha se aprecian secciones de las
muestras anteriores aumentadas con zoom digital e inversion de color lograda con la ayuda

del programa image J (65 ancho 235 alto).

En CAS3 la marcacion de la proteina es mucho mas intensa en el grupo control donde se
aprecia un numero abundante de células. La lesion traumética redujo drasticamente la
intensidad de la marcacion, ello relacionado con las alteraciones del citoesqueleto. Se
observa que la lesion alter6 la integridad de los procesos dendriticos e indujo se observa
tortuosidad en los procesos, sefialada con la fecha roja, efecto mayormente presentado en
la muestra del grupo con trauma y solucion vehiculo. Sin embargo, el RSV no atenué los
cambios observados y se observan células con los nucleos y somas delimitados y en

menor magnitud se aprecian procesos tortuosos.
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Los cambios morfolégicos de los procesos se acompafian de la reduccion de la IR de la
proteina como consecuencia de la lesiébn traumatica, y éstos mismos no logran ser

atenuados por la administracion del RSV.

6.3 Inmunorreactividad de la proteina MAP2 en las areas
M1y vM1 del cortex frontal

La IR de la proteina MAP2 tras la lesién traumatica desciende. Dicho descenso alcanza
valores estadisticamente significativos en el &rea vM1 (P < 0,002), area en donde la
inyeccion del farmaco atenu6 de forma significativa la respuesta (P < 0,048). Los
resultados del ANOVA y la comparacion entre grupos permiten apreciar que la respuesta
es muy heterogénea entre las areas analizadas.

Figura 6-13: Inmunorreactividad de la proteina MAP2 en M1.

Control T. Vehiculo T. Resveratrol
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En la pagina anterior se aprecian las micrografias tomadas a 40X y zoom digital de 2,8. La
gréfica de barras presenta el promedio de la cuantificacion por unidades de densidad de
la expresion de la proteina MAP2 en la corteza M1. Se presenta la media y el error estandar
por grupo; se asumio un =P < 0.05. En ausencia de lesion la IR de la proteina en las
neuronas piramidales de la corteza M1 presenta mayor intensidad. La lesion induce un
descenso en la IR de la proteina, sefializando el dafio que ha sufrido la estructura de las
neuronas. Dicho descenso no es estadisticamente significativo y no es atenuado por la

administracion del farmaco.

Figura 6-14: Inmunorreactividad de la proteina MAP2 en vM1

La figura podra verse en la pagina siguiente.
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En la parte superior se aprecian las micrografias tomadas a 40X y zoom digital de 2,8. La
gréafica de barras presenta el promedio de la cuantificacion por unidades de densidad de
la expresion de la proteina MAP2 en la corteza vM1. Puede observarse un descenso muy
significativo de la intensidad de la marcacion ante la lesion propinada al animal (P < 0,002).
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De la misma forma, como habia acontecido con la region CA3, la administracién del RSV
atenua de forma significativa la respuesta (P < 0,048). La expresion de la proteina en la
condicion de lesion y RSV se aproxima a los valores encontrados en el grupo control.

6.4 Cambios morfoldgicos en las neuronas piramidales
de las regiones M1y vMl1l tras la lesidon y el efecto de
la administracion del farmaco.

En la Figura 6-14 se observa la morfologia de las neuronas piramidales del area M1 sin
lesion y después de la induccién de la lesién traumética en las condiciones vehiculo y RSV.
En el grupo control la marcacion de la proteina es mas intensa, mientras que en los grupos
experimentales, vehiculo y farmaco, la intensidad desciende y los procesos dendriticos
aparecen tortuosos y fragmentados sin que el farmaco atenute de forma significativa dichos
cambios. Los cambios encontrados corresponden con los reportes previos, es decir,
cambios en la integridad de los procesos tortuosidad (27). En la Figura 6-14 se presentan
micrografias que dan cuenta de las alteraciones morfoldgicas pos-lesiéon y el efecto del
farmaco en el area M1; mientras que en la Figura 6-15 se presentan los resultados

encontrados en el area vM1.

Figura 6-15: Morfologia de las células piramidales del cértex M1, los cambios inducidos

por la lesion y el efecto del farmaco.

Las imagenes podran observarse en la pagina siguiente.
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Todas las imagenes fueron tomadas a 40X y zoom digital de 2,2. Se observan cambios en
la intensidad de la marcacion, y en la integridad y orientacién de los procesos dendriticos.
Se observa mayor nuimero de procesos tortuosos o fragmentados en la condicion

experimenta vehiculo que en la condicion farmaco.

Figura 6-16: Morfologia de las células piramidales del cortex vM1, los cambios inducidos
por la lesion y el efecto del farmaco.

La imagen podréa verse en la pagina siguiente.
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Todas las imagenes fueron tomadas a 10X y zoom digital de 2.2. La primera micrografia
corresponde a una muestra representativa del grupo control, en ella se aprecia mayor
intensidad de la marcacion de la proteina, intensidad que disminuye en la muestra de los
grupos lesionados, particularmente en el grupo inyectado con la solucion vehiculo el
descenso es mas evidente, mientras que hay una leve recuperacion en la muestra del
grupo lesionado e inyectado con el farmaco. Se aprecian como signos caracteristicos la
pérdida de la orientacion, tortuosidad y fraccionamiento de los procesos, sefialados por las
flechas amarillas. En ausencia de lesion los procesos se orientan de forma vertical, son
continuos y la IR de la proteina permite que se aprecien con mayor claridad. A comparacion
de los signos caracteristicos del cortex motor primario, en vM1 la pérdida de la IR de la
proteina es mas significativa en algunos sectores, siendo mucho mas evidente el cambio
en la condicion de farmaco que en la condicién de vehiculo; en esta Ultima el signo mas

evidente es la tortuosidad y la pérdida de la orientacion.
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6.5 Densidad y morfologia de las células de microglia de
las regiones CA1ly CA3 del hipocampo

Como se refirid anteriormente, tras la lesion traumética un nimero de células de microglia
son atraidas al lugar de la lesion, incrementando asi la densidad de las mismas. Mientras
gue las células residentes rapidamente manifiestan cambios en la longitud de sus procesos
y tamafio del soma. Se presentan inicialmente los cambios en la densidad de células y
posteriormente se abordaran las alteraciones en la morfologia de las células: longitud de
los procesos y tamarfio del soma.

6.5.1 Densidad de células de microglia en las regiones CA1l
y CA3, cambios pos-lesiéon y efecto del farmaco

En la Figura 6-16 se presenta la densidad de células de microglia registrada en CA1,;
mientras que en la Figura 6-17 se aprecia la misma respuesta pero en CA3. En las
muestras que corresponden a los controles la densidad de células es menor a la registrada
en las condiciones experimentales vehiculo y farmaco. En ambas regiones se observa
incremento en la densidad de células, siendo estadisticamente significativo Gnicamente en
CA1 (P < 0,004). El farmaco parece afectar el proceso de reclutamiento de células, pues
se aprecia un descenso en la densidad en comparacién con el grupo inyectado con la
solucién vehiculo, no obstante el cambio no es estadisticamente significativo. Al comparar
las regiones se observa que la region CA3 estd mas densamente poblada antes de la
induccion de la lesion, de igual forma como se ver4d méas adelante la morfologia de las

células también difiere un poco entre las regiones analizadas.

Los cambios en la densidad de las células de microglia pueden apreciase en la pagina

siguientes en la figura 6-16. La imagen puede apreciarse en la pagina siguiente.
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Figura 6-17: Densidad de las células microgliales en los campos CA1l
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A la izquierda: micrografias tomadas a 10X y zoom digital de 2,8. A la derecha: grafica de
barra con los valores promedio de la cuantificacion de las células de microglia en las
muestras analizadas por grupo. Se presenta la media y el error estandar por grupo; se
asumio un =P < 0.05. En café se encuentran las células de microglia marcadas con el
anticuerpo Iba-1, en violeta estan los nucleos de distintas células, evidentes a través del
proceso de contratincién con violeta de cresilo. En la region CA3 del hipocampo se
evidencia un rapido y significativo incremento del nimero de células de microglia (P <
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0,004), atraidas hasta alla por las sefiales emitidas por parte de los factores

proiinflamatorios liberados. La administracién del RSV tiene un efecto parcial.

Figura 6-18: Densidad de las células microgliales en los campos CA3
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Micrografias tomadas a 10X y zoom digital de 2,8 del campo CA3. Se presenta el promedio
del célculo de la densidad de células de microglia por mm? encontradas en cada una de

las muestras por grupo; se asumio un *P < 0.05. Se observan diferencias en la densidad
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de células previo a la lesién, hay un incremento estadisticamente no significativo. En
ausencia de lesion la region CA3 presenta una mayor cantidad de células de microglia,
con procesos mas prominentes. En condicion de lesion el reclutamiento de células es
menor a las ocho horas de la lesion y la administracién del farmaco presenta un efecto
parcial. CAly CA3 presentan una respuesta distinta en relacion a la migracion de células

de microglia.

6.5.2 Longitud de los procesos de la microglia en las areas

CAly CA3, cambios pos-lesion y efecto del farmaco
En ausencia de lesién los procesos de las células de microglia usualmente se observan
largos, finos y prominentes. De acuerdo con reportes previos, la lesién traumatica induce
retraccion de los procesos, disminucién en el nUmero de ramificaciones y agrandamiento
del soma. En la Figura 6-18 se presenta la longitud promedio de los procesos de las células
de microglia registrados en el grupo control y en los grupos experimental vehiculo y
farmaco. En la regién CA3 se encontré una disminucion estadisticamente significativa de
la longitud de los procesos (P < 0,000), respuesta que fue atenuada por la administracion
del farmaco (P < 0,046).

Figura 6-19: Longitud de los procesos y diametro del soma de las células microgliales de

la region CA1

i
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En la pagina siguiente podran observarse las gréficas con los resultados y el nivel de

significancia de los mismos.
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En pagina anterior se encuentran las micrografias tomadas a 40X y zoom digital de 2,8. La
grafica de barra refleja el promedio del resultado de la medicion de la longitud de los
procesos y del diametro del soma de las células de microglia en cada grupo. Para cada

caso se presenta la media y el error estandar por grupo; se asumio un P < 0.05.

En CA1 se encuentran células de microglia con un soma redondeado, multiples y finas
ramificaciones. Los cambios evidenciados en la longitud de las ramificaciones por efecto
de la lesion, no es estadisticamente significativo, pero parece estar parcialmente afectado
por la administracion del RSV. En relacién al incremento del didmetro del soma, la
respuesta no fue estadisticamente significativa tras la lesién. En CA3, como se vera a
continuacion, los cambios morfolégicos son mas evidentes y estadisticamente

significativos.

Figura 6-20: Longitud de los procesos y diametro del soma de las células microgliales de

la regién CA3.

La figura podra observarse en la pagina siguiente.
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Micrografias tomadas a 40X y zoom digital de 2,8. La grafica de barra contiene la media 'y
el error estandar por cada grupo; se asumié un =P < 0.05. En el campo CAS3 las células de
microglia presentan un soma redondeado y pequefio, y unos procesos finos, multiples y
alargados. En condicién de lesion la longitud de los procesos desciende drasticamente (P
< 0,000), respuesta sobre la cual hay un efecto positivo y estadisticamente significativo de
la administracién del farmaco (P < 0,046); mientras que sobre el incremento significativo
del didmetro del soma (P < 0,011), no se aprecia la accion del RSV. En este ultimo, el
diametro de las células guarda casi las mismas proporciones que las registradas en el
grupo al que se le administré la solucién vehiculo y dista del tamafio encontrado en el soma
de las células del grupo control (P < 0,013). En concreto, tanto en CA1 como en CA3 la
lesion induce principalmente la retraccion de los procesos, pero esta respuesta es mucho
mas evidente en las células de microglia del campo CA3. Este cambio indica entonces una

vulnerabilidad mayor a la lesion por parte del campo CA3.



56 Efectos neuroprotectores del resveratrol en trauma craneoencefalico
inducido por el modelo de impacto aceleracion por caida libre de peso

6.6 Densidad y morfologia de las células de microglia de
las areas M1y vM1 del cértex frontal

6.6.1 Densidad de células de microglia en las regiones M1y
vM1, cambios pos-lesion y efecto del farmaco

Como se mencioné previamente, la lesion trauméatica permite un ingreso mayor de
leucocitos, entre otros, que facilitan el proceso de migracion de las células de microglia al
lugar de la lesion. En el caso de las lesiones globales, este proceso podria estar mediado
por el hecho de recibir o no el impacto con mayor fuerza. Las regiones del hipocampo
tienen una localizacion mas profunda en relacion a las areas corticales sobre las cuales
podrian entonces esperarse cambios mas significativos en el proceso de activacién. A
continuaciéon se relacionan los cambios encontrados por efecto de la lesion y la
administracién del farmaco en las regiones de la corteza M1 y vM1, iniciando por los
cambios en la densidad.

Figura 6-21: Densidad de las células microgliales en el area M1.

La figura podra observarse en la pagina siguiente.
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Se presentan micrografias tomadas a 10X con zoom digital de 2,8. En las graficas de
barras se presenta el promedio del célculo de la densidad de células de microglia por mm?
por cada muestra. Para cada caso se presenta la media y el error estandar por grupo; se
asumio un P < 0.05. En ausencia de lesion la region M1 presenta una densidad de células
de microglia similar al registrado en el grupo control. La lesién traumatica, si bien indujo un

incremento de las mismas, éste no fue estadisticamente significativo.
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Figura 6-22: Densidad de las células microgliales en el area vM1.
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Micrografias tomadas a 10X y zoom digital de 2,8. La gréafica de barras sigue los
parametros previamente definidos en la gréafica anterior. Se aprecia que la lesién induce
un incremento ligero de las células de microglia, respuesta sobre la cual la administracion

del RSV no presenta efecto evidente.

Tanto el area M1 como vM1 son prominentes en células de microglia, con procesos finos
pero de menor tamafio en comparacion con los procesos de las células microgliales del
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hipocampo. En las areas corticales analizadas se encontré que la lesion no afecta de forma
significativa la densidad de las mismas, pero induce cambios sobre su morfologia, como
podra observarse en las siguientes figuras.

6.6.2 Longitud de los procesos de la microglia en las areas
M1y vM1, cambios pos-lesion y efecto del farmaco

En las Figuras 6-22 y 6-23 se podra observar la forma prototipica de las células de
microglia y el efecto de la lesion sobre la morfologia de las mismas.

Figura 6-23: Longitud de los procesos y didmetro del soma de las células microgliales en

el area M1
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En la parte superior se encuentran las micrografias tomadas a 40X con zoom digital de

2,8. En la parte inferior las gréficas de barras presentan el promedio de las muestras
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analizadas por cada grupo en relacion a las dos medidas, diametro del soma y longitud de
los procesos. Para cada caso se presenta la media y el error estandar por grupo; se asumié
un *P < 0.05.

En el area M1, en ausencia de lesion, se aprecian células de soma alargado y pequefio, y
procesos mediamente largos, finos, sin muchas ramificaciones. En condicion de lesion
rapidamente los procesos han sido retraidos (P < 0,011), pero el cambio mas significativo
se presenta en el incremento del diAmetro del soma (P < 0,000). La administracién del RSV
atenua la retraccion de los procesos de forma significativa (P < 0,000) y presenta un efecto
parcial sobre el incremento del didmetro del soma. La magnitud del efecto del tratamiento
con el farmaco en los cambios analizados en el area M1 tiene un tamafio significativo (d
de Cohen = 4,48).

Figura 6-24: Longitud de los procesos y didmetro del soma de las células microgliales en

el area vM1
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En la pagina anterior se aprecian las micrografias tomadas a 40X con zoom digital de 2,8.
En esta pagina se encuentran las graficas de barras con los promedios del total de las
muestras analizadas por grupo. Para cada caso se presenta la media y el error estandar
por grupo; se asumié un *P < 0.05. Las células de microglia del area vM1 presentan
caracteristicas similares a las evidenciadas en las células de microglia del area M1. En
este caso la lesion induce retraccion estadisticamente de los procesos (P < 0,006) e
incremento también significativo del didmetro del soma (P < 0,006). Tras la administracién
del RSV no se aprecia efecto sobre el incremento del diametro, mientras que en relaciéon

al decremento de los procesos, se observa un efecto parcial.






7 Discusion
7.1 Resumen de los resultados

En este estudio se encontrdé que ocho horas después de acontecida la lesion traumatica
ocurrid una alteracion en la morfologia dendritica, evidenciada por: 1) un descenso
significativo de la inmunorreactividad (IR) de la proteina MAP2, predominante en las
regiones CALl (P < 0,009) y CA3 (P < 0,000) del hipocampo, y en el area vM1 (P < 0,002);
y, 2) discontinuidad y tortuosidad de las dendritas tanto en el hipocampo como en las
cortezas motoras analizadas. De otra parte, se encontré evidencia de activacion de la
microglia evaluada a través de: 1) la retraccion de los procesos en las areas motoras (P <
0,006 paravM1ly P < 0,011 para M1) y en la regién CA3 del hipocampo (P < 0,000); 2); el
incremento en el didmetro del soma en M1 (P < 0,000) y en la regién CA3 (P < 0,011),y 3)
el aumento en la densidad de las células de microglia en la region CA1 del hipocampo (P
< 0,004). Estos cambios provocados por el trauma fueron revertidos parcialmente por la
administracién inmediatamente después del trauma de una sola dosis de 20mg/kg de
resveratrol (RSV). Asi, la IR de MAP2 en las regiones CA1 (P < 0,05) y CA3 (P < 0,026)
del hipocampo y en el &rea vM1 del cortex frontal (P < 0,048) fue significativamente mayor
que en el grupo lesionado e inyectado con la solucién vehiculo. De otra parte, los procesos
microgliales en la region CA3 fueron significativamente mas largos (P < 0,045) y el didmetro
somatico en M1 fue significativamente menor (P < 0,000) que en los animales lesionados
e inyectados con la solucién vehiculo. En la regién CAl se encontr6 un incremento
significativo en la densidad de células de microglia (P < 0,004). Los cambios en la
morfologia de las células de esta regién, aunque fueron evidentes, no fueron

estadisticamente significativos.
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7.2 Alteraciones en la morfologia dendritica tras el TCE.
Contraste con reportes previos

MAP?2 es la proteina mas abundante del citoesqueleto y tiene por funcién estabilizar a los
microtabulos mientras preserva sus propiedades dinamicas que permiten el crecimiento
del ax6n y las dendritas, y la plasticidad morfolégica (135). El descenso significativo y
progresivo de la IR de MAP2 evidenciado en casos de dafio cerebral, isquémico o
traumatico, correlaciona con la destruccién de los neurofilamentos (136) y es un indicador
de dafo neuronal. En los casos de TCE moderado se ha reportado que la corteza y el
hipocampo presentan una reduccion mayor de la IR de esta proteina (137; 138),
principalmente en la region CA3. Lewén y sus colaboradores sefialan que en las lesiones
difusas tras un TCE el descenso de la marcacion de esta proteina es notorio desde los
primeros diez minutos y persiste fluctuante hasta siete horas (137). De forma consistente
con estos reportes, en la presente investigacién se observé mayor vulnerabilidad de la

regién CA3 en el hipocampo y del &rea vML1 en la corteza frontal.

Por otra parte, en relacion a los cambios morfolégicos, reportes previos derivados de la
observacion de tejido contuso humano demostraron la coexistencia en una misma regién
de células aparentemente normales y células con alteraciones del citoesqueleto,
distribucion anormal de NeuN (antigeno nuclear neuronal) y procesos dendriticos
edematizados y tortuosos, hallazgos similares a los encontrados en casos de isquemia
cerebral (139). Riascos y sus colaboradores evaluaron cultivos de neuronas corticales de
humano con TCE y encontraron cambios en la IR de la proteina MAP2 progresivos y
dependientes del tiempo, con una clara respuesta diferencial del compromiso laminar,
principalmente evidenciado en las laminas Ill y V (140). En el presente estudio se
evidenciaron alteraciones en los procesos dendriticos dados por un marcaje fragmentado
de la proteina y tortuosidad en los mismos y se encontré que el resveratrol no tuvo una

accion significativa sobre estos cambios.

Tanto en los casos de TCE como de isquemia cerebral se plantea que el descenso y
protedlisis de la proteina MAP2 esta asociado con el incremento en el influjo de Ca?* al

interior de la célula, lo que permite la activacion de las calpainas (141). Sin embargo,
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distintos mecanismos moleculares estarian implicados en las alteraciones del
citoesqueleto; por un lado, la anoikis (muerte celular por pérdida de contacto o contacto
inadecuado de la célula con la matriz extracelular) podria explicar las alteraciones
fisiopatoldgicas y, por otro, la pérdida celular estaria relacionada con la liberacién de
elementos proapoptéticos activadores de la via extrinseca activada por caspasas, y con
cambios en la expresion génica que a su vez darian cuenta de la especializacion tisular
(139).

7.3 Caracteristicas de la activacion de las células de
microglia en TCE

La respuesta neuroinflamatoria en un TCE puede tener efecto neuroprotector o citotoxico,
dependiendo de la severidad de la lesion y de la persistencia de la respuesta. Tales efectos
estdn mediados por la liberacién de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. La
microglia interviene en la remodelacién de neuronas y circuitos neuronales, la actividad
sinaptica y la regeneracion axonal (142; 143); pero su activaciéon prolongada induce la
producciéon de moléculas citotéxicas que, junto con el incremento del estrés oxidativo,
permiten el progreso del dafio secundario (143). La comprensién de la compleja interaccion
entre las moléculas proinflamatorias y antiinflamatorias abrirA nuevas opciones
terapéuticas para detener el dafio secundario y mejorar el prondstico funcional de los

pacientes (144).

Después del TCE la microglia se activa rapidamente, prolifera y migra hacia el lugar de la
injuria en respuesta a la liberacién de ATP al espacio extracelular a partir de las lesiones
focales (145), el mantenimiento prolongado de la activacion microglia se asocia al
incremento en el volumen de la lesion y a la persistencia del deterioro funcional. Las células
gliales en general proliferan rapidamente después del dafio, pero sus patrones temporales
son distintos asi como la funcion, algunos traen consigo beneficios mientras otros
exacerban la respuesta de dafio celular (146). El patron de activacion temporal de la
microglia ha sido establecido recientemente. Se ha reportado que al tercer dia pos-injuria
la activacion alcanza el pico mas alto y se mantiene significativamente elevada durante los

primeros 28 dias (147) y hasta por un afio en el caso de los humanos (148). Los cambios
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morfolégicos caracteristicos de la activacion son muy significativos en la region CA3 del
hipocampo (149), region en donde también hay gran pérdida neuronal (148). En
concordancia con este hallazgo, en la presente investigacion también se observé mayor
vulnerabilidad de la region CA3 del hipocampo. También se registraron cambios
morfoldgicos significativos en la corteza motora primaria, en tanto que en la corteza motora

de las vibrisas fueron visibles, pero no estadisticamente significativos (P < 0,06).

Las variaciones en la respuesta de las regiones tras la lesiébn puede deberse a que la
microglia presenta una distribucion y morfologia irregular en el cerebro de las ratas
maduras (150). Se ha reportado una mayor densidad de las células de microglia en la
corteza, el tdlamo, el hipotdlamo y el hipocampo (151). Savchenko, Nikonenko, Skibo y
McKanna (1997) reportaron variaciones regionales no solo en la densidad sino en la
morfologia, encontrando que el hipocampo, la sustancia nigra, el estriado y la corteza, en
particular el cértex frontal, presentan mayor densidad de células de microglia. Asimismo
en la sustancia blanca las células de microglia presentan un soma ovalado y un niamero
reducido de procesos; por el contrario, en la sustancia gris el nUmero de células es mayor,
el soma es mas redondo y las prolongaciones son mas prominentes. La heterogeneidad
en la densidad y morfologia podria relacionarse con aspectos tales como la funcién que
cumplen las células de la region, el tipo de neuronas y los neurotransmisores secretados.
Estos investigadores afirman que las sustancias biolégicamente activas de algunas
regiones cerebrales podrian estimular el crecimiento de los procesos y proponen una
relacion directamente proporcional entre la mayor densidad de células de microglia y la
presencia de neuronas dopaminérgicas en una determinada region, como es el caso del

cortex frontales.

En este estudio se registr6 incremento estadisticamente significativo de células de
microglia en la region CAl, acompafiado de cambios morfoldégicos de menor impacto.
Probablemente la respuesta no fue significativa en las demas regiones analizadas debido
al poco tiempo transcurrido tras la lesion, pues aunque el proceso de migracion puede
evidenciarse desde las primeras tres horas de acontecido el dafio (152), el pico de maxima
actividad migratoria se alcanza entre el quinto y séptimo dia pos-lesién pudiendo presentar
variaciones que se relacionan con el tipo de lesién (147; 146). En las lesiones traumaticas

el incremento agudo en la produccién de quimiocinas contribuye a la migracion masiva de
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células inflamatorias periféricas durante las primeras seis horas pos-lesién, pero la
migracion de macrofagos y microglia alcanza su pico de intensidad entre los tres y siete
dias pos-lesion (148). En las lesiones isquémicas focales la disrupcion de la barrera
hematoencefalica permite la rapida infiltracion de células de microglia que alcanzan su pico
maximo al tercer dia (153), en tanto que el acortamiento de los procesos y el incremento
del soma son significativos dentro de las primeras ocho horas (154), tal como se evidencié
en el presente estudio y en concordancia con lo reportado en el caso de lesion quimiotoxica

por administracion de acido quinolinico (155).

7.4 Medidas de neuroproteccion y dafio secundario en
TCE

La creciente evidencia que confirma la participacién de distintos tipos de células en la
progresion y mantenimiento del dafio secundario en el TCE vy otros tipos de dafio cerebral
adquirido, modific6 la perspectiva neuronocéntrica que domind el campo de la
neuroproteccién. Hasta ahora se empieza a dilucidar el papel que tienen la microglia, las
células endoteliales y algunos precursores celulares en la generacion del dafio secundario.
Al respecto, recientemente se reporté que la activaciéon prolongada de la microglia puede
extender el dafio neuronal al inhibir el crecimiento del cono axonal e impedir la
regeneracion de las dendritas (156; 157). Hallazgos como estos constituyen evidencias
para considerar que la propagacién y mantenimiento del dafio neuronal se deben a la
interaccion entre la respuesta neuroinflamatoria y el proceso de neurotoxicidad (121), no

obstante, son pocas las investigaciones que han explorado dicha relacién (158).

En los TCE las medidas de neuroproteccién desarrolladas durante los Ultimos afios se
enfocan en el dafio secundario, que comprende una serie de cambios metabdlicos
(respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y excitotoxicidad) que permiten la propagacion del
area de la lesion, el incremento en la muerte neuronal y las alteraciones en los patrones
de conexién neuronal. Después del TCE se pierde el equilibrio i6nico a través de la
membrana celular, descienden los niveles de energia y se produce edema; ademas, se
liberan de forma masiva aminoacidos excitatorios, en especial glutamato, que al estimular

a los receptores glutamatérgicos, inotrépicos y metabotrépicos, permite un mayor influjo
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de Ca?*, Na*y K*, y facilitan la liberacién de ERO y la activacion de las vias de sefializacion
de muerte celular (124). Por otra parte, el citoesqueleto de las células se degrada debido
al incremento de la fosforilacion de la proteina MAP2, respuesta dependiente del tiempo y
gue podria estar relacionada con la activacion de las calpainas secundaria al incremento
en la concentracion de Ca?* (159; 141). Los farmacos con accién antioxidante y aquellos
gue intervienen en la respuesta neuroinflamatoria han demostrado eficacia sobre la

pérdida neuronal (124) y la recuperacion funcional (160), como es el caso del resveratrol.

7.5 Mecanismos de accion del RSV

El RSV es un polifenol fitoalexina con efectos antioxidantes, neuroprotectores y
antiinflamatorios, cuya acciéon implica distintas vias de sefializacién (158). La accién
antioxidante del RSV no esta esclarecida completamente, pero se ha relacionado con el
decremento en los niveles de MDA (marcador de degradacion oxidativa de la membrana
celular), la prevencion de la formacion de ERO, la regulacion al alta de la SIRT1 y la
posterior activacion de la via MAPK que permite la sintesis de las proteinas necesarias
para el funcionamiento y division de la mitocondria, proceso conocido como biogénesis
mitocondrial (161). La accién neuroprotectora del RSV ha sido asociada con: la prevencién
del desbalance i6nico entre Na* y K* en las membranas pre- y post- sindpticas por inhibicién
de la sobre-estimulacién de los receptores NMDA, el decremento de la activacion de GSK-
3B (glucbégeno sintasa quinasa 3 beta) y la prevencion del clivaje de la caspasa 3 (121).
Finalmente, la accién antiinflamatoria se relaciona con la inhibicion de las citoquinas
proinflamatorias: IL-6, IL12 (162), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), MCP-1 (proteina
guimoatrayente de monocitos tipo 1); y la estimulacion de la liberacion de citoquinas
antioxidantes por parte de la microglia y los astrocitos (163). En el primer caso la reduccién
estaria relacionada con la via de sefializacién dependiente de NF-xB y en el segundo con
la estimulacion de la via pro-supervivencia Akt que reduce de forma significativa la
apoptosis de las neuronas corticales al incrementar los niveles de la proteina fosforilada
Akt (164). La accion del RSV sobre distintas vias puede implicar que estas interaccionan y

gue la sinergia entre ellas permite la efectividad del farmaco (121).
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Sobre la accién del RSV parece estar condicionada por: la dosis, el momento de
administracion y la frecuencia de administracion. Estos aspectos son muy relevantes en la
medida en que el RSV tiene baja biodisponibilidad. El farmaco alcanza el pico de
concentracién a los 30 minutos y permanece activo hasta 18 horas después de la
administracion pero con una progresiva reduccién en su concentracion que llega al 10%
(165). La baja biodisponibilidad del farmaco es uno de los aspectos que mas se discute en

los resultados obtenidos en los ensayos clinicos con humanos.

Sobre la dosis y el momento de administracion se ha reportado que solo las dosis elevadas
administradas tras el TCE reducen el dafio y la muerte neuronal (163; 166; 167). Las dosis
bajas administradas como pre-tratamiento modulan la cascada excitotoxica y reducen el
dafio neuronal en modelos de isquemia cerebral (168). Un nimero significativo de articulos
refiere efectos neuroprotectores tras la administracién de dosis que estan entre los 60
mg/kg y los 100 mg/kg (128; 21; 116). En esta investigacion, aunque se administré un tercio
de la dosis minima reportada (es decir, 20 mg/kg), se obtuvieron efectos positivos sobre la
expresion de MAP2 y la activacion de la microglia. Sin embargo, el tiempo de evaluacién
de la respuesta fue menor al considerado en estudios previos, 24 horas en adelante. Se
determind dejar las ocho horas como punto de corte porque: 1) como se relacion6 antes,
existen reportes que confirman que dentro de las primeras ocho horas es posible observar
cambios notorios en las respuestas a evaluar tras la lesion; 2) el RSV administrado via
intraperitoneal alcanza un pico de maxima concentracion a los 30 minutos; y 3) la
consideracién hecha por Wagner y colaboradores (2011) segun la cual las primeras horas
pos-lesidn constituyen una ventana terapéutica que incrementa la posibilidad de éxito de
las intervenciones. Esas condiciones hacian posible considerar que trascurridas ocho
horas el farmaco podria presentar efectos, como en efecto sucedio; sin embargo, no hay
forma determinar si los efectos observados pueden persistir en el tiempo. Probablemente
esto no ocurra por efecto de las mismas consideraciones antes hechas, puesto que la
accion del farmaco no cambia la cascada molecular de dafio secundario, solo la atenuda;
por lo tanto, es probable que en ausencia de nuevas administraciones del RSV continue el

ciclo generador del dafio secundario.
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7.6 Implicaciones de los resultados

Este es el primer estudio conocido que describe en detalle los cambios morfolégicos
asociados a la activacion de la microglia a las ocho horas de ocurrido el TCE y la accién
del RSV sobre los mismos. Existen varios reportes previos que relacionan la actividad de
la microglia en los TCE, pero la respuesta se determind mediante la expresién de proteinas
gue dan cuenta del estado de activacion de la microglia (157; 169). Es uno de los pocos

estudios en los que se relacionan los cambios acontecidos en el cértex motor frontal.

Los resultados de la presente investigacion permiten avanzar en el conocimiento de la
accion de un farmaco neuroprotector sobre la respuesta neuroinflamatoria. Es el primer
estudio conocido en donde se demuestra que la administracién a baja dosis del farmaco
puede atenuar algunas de las respuestas propias de lesién traumatica; sin embargo, no es
posible concluir sobre la persistencia de los cambios registrados en la medida en que la
baja biodisponibilidad del farmaco haria necesaria la administracién de dosis posteriores.
El RSV se absorbe rdpidamente tras la administracion oral, su vida media es de 9.2 horas
y a los 30 minutos alcanza la mayor concentracion en plasma. La sulfatacion y la
glucuronizacion en intestino delgado parecen ser los pasos limitantes en la
biodisponibilidad (170).

El RSV ha sido descrito como un farmaco seguro con potencial uso terapéutico que
impacta diferentes vias implicadas en el dafio secundario y atenua los distintos fendmenos
neurodegenerativos inducidos por TCE vy, por ello, amerita ser evaluado en entornos

clinicos.

Teniendo en cuenta que el patron de dafio tisular y muerte celular evidenciado en los TEC
guarda similitud con los hallazgos reportados en los casos de isquemia cerebral (121; 165),
los resultados de esta investigacién también podrian ser aplicados en modelos de isquemia

cerebral, en los que el farmaco ya ha mostrado efectos favorables.
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7.7 Perspectivas

La investigacion basica con animales no humanos tiene vital importancia en la ciencia
aplicada. Permite la comprension de un fendbmeno mediante su simulacion y control de las
condiciones que se relacionan con el curso y magnitud del mismo. Los modelos de lesion
traumatica en animales permiten emular algunos de los componentes de la fisiopatologia
de la lesion para asi evaluar el impacto de las medidas de intervencion. Sin embargo,
durante su uso han de tenerse en cuenta algunos aspectos recientemente analizados y

que podrian incidir en los resultados.

7.7.1 Uso de isoflurano

El uso de isoflurano como anestésico para la induccion de lesiones traumaticas es
ampliamente referido. Existe evidencia de la accién neuroprotectora del isoflurano aun
cuando en baja dosis (171) y se ha demostrado su capacidad de interactuar con otros
farmacos que pretenden reducir la muerte celular (172). También se ha reportado la
existencia de una relacion entre los anestésicos gaseosos administrados y la emergencia
de alteraciones de caracter neurodegenerativo dependientes de la dosis y tiempo de
administracién (173). En modelos de isquemia cerebral se piensa que la accion
neuroprotectora estd asociada con la activacion de via MAPK 38; mientras que en el caso
de las lesiones trauméticas ha demostrado disminuir la excitotoxicidad e incrementar la
estabilidad fisiologica mediante la reduccién de la liberacion de glutamato, la reduccién de
la tasa metabdlica y la regulacion de la accién de los factores proapoptéticos (174). Dada
la evidencia, debe considerarse el impacto que pueda tener principalmente en las

investigaciones que evaltan la accién de un farmaco.
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7.7.2 El impacto de la craneotomia en el proceso de dafio
neuronal

Por otra parte, se ha demostrado que la craneotomia es suficiente para inducir la activacion
de las vias de sefalizacién que inducen proliferacion celular (175). En el modelo de impacto
aceleracion por caida libre, se debe hacer una escision en el cuero del animal para fijar el
disco metélico que permite propagar la fuerza del golpe, posteriormente se realizara la
craneotomia, es posible entonces cuestionarse sobre el impacto que este procedimiento

pudiera tener sobre la activacién de vias de dafio neuronal.

7.7.3 Perspectivas en el desarrollo de medidas de
neuroproteccion

En modelos animales de TCE se ha observado elevados niveles de interleucina lalfa (IL-
1a), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) y del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa). Estudios desarrollados con humanos muestran elevacion de los niveles de
algunas de estas moléculas en el liquido cefalorraquideo (139). Estos hallazgos permiten
postular a estas moléculas como posibles marcadores de prognosis en TCE. Por otro lado,
la demostrada eficacia en modelos animales de las intervenciones que alteran o bloquean
la liberacidon de estas moléculas en la reduccion del volumen de la lesion y la respuesta

funcional, las hace buenas candidatos para la intervencion con humanos.

Dado que en el SNC los factores anti-inflamatorios se relacionan con procesos tales como:
la neurogénesis, angiogénesis, oligodendrogénesis y remielinizacion, procesos esenciales
para restaurar el tejido lesionado, es posible que las investigaciones enfocadas en
determinar los mecanismos reguladores de la expresion de moléculas pro-inflamatorias y
anti-inflamatorias relacionadas con la activacion de la microglia puedan derivar buenos
resultados en el campo de la neuroproteccion (176; 146). Un avance al respecto, ha
permitido establecer que la homeostasis de la microglia en los ratones adultos es

altamente dependiente de la actividad del factor estimulante de colonias de macrofagos
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(CSF-1) sobre el receptor CD115, se sugiere entonces a CSF-1 como target de nuevas

investigaciones en neuroproteccion (153).

Finalmente, dentro de todos los farmacos que han presentado accién neuroprotectora
existen reportes de la accion efectiva del ibuprofeno. Su administracion durante la primera
semana pos-lesion en modelos animales atenuo la activacion de genes asociados con la
respuesta infamatoria en un modelo de TCE difuso (143), este resultado lo convierte

también en un buen target de investigacion.



8 Conclusiones

Ocho horas después de un trauma craneoencefélico inducido por aceleracion por caida

libre de peso se observo:

1. Reduccién de la IR de la proteina MAP2 en las regiones CAl y CA3 del hipocampo y
en la corteza motora primaria.

2. Activacion de la microglia residente, evidenciada por el incremento en el tamafio del
soma y acortamiento de los procesos en la regién CA3 del hipocampo y en la corteza
motora primaria.

3. Incremento de la densidad de células de microglia en la regién CA1 del hipocampo.

Ocho horas después de la administracion inmediata de 20 mg/kg de resveratrol a ratas

Wistar sometidas a TCE inducido por aceleracion por caida libre de peso, se observo:

1. Atenuacion de la pérdida de la inmunorreactividad de la proteina MAP2 en las regiones
CAl y CA3 del hipocampo, pero no en las cortezas motoras tras ocho horas de
acontecida la lesion.

2. Disminucién de cambios relacionados con la activaciéon de la microglia en la regién CA3
del hipocampo y en la corteza motora primaria.

3. Ausencia de accidn significativa sobre la morfologia de las dendritas.
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