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RESUMEN

La disminucién de la temperatura central en individuos que sufren isquemia cerebral es un
camino efectivo para reducir los danos neurolégicos. En esta investigacion se traté de
disminuir la temperatura central sin generar respuesta regulatoria, mecanismo fisiolégico
denominado anapirexia. Se utilizé6 para este fin terapia farmacolégica, con drogas cuya
accién molecular sea semejante al anapirexico, es decir, activacion de las vias de
serotonina — AMPc y de 6xido nitrico-GMPc en el area pre éptica hipotalamica usando la
asociacién de buspirona y dinitrato de isorbide en modelo de isquemia cerebral focal en
ratas, machos de 8 semanas de edad, con 200 gr de peso. A fin de terminar su efecto
neuroprotector las ratas fueron distribuidas en cinco grupos: Grupo I (Sham o seudo
operado), Grupo II (operado), Grupo Il (operado mas buspirona 4mg/kg administrado por
via oral), Grupo IV (operado mas dinitrato de isorbide 20mg/dia administrado por via
oral), Grupo V (operado més la administracién de ambas drogas). Se encontré descenso
de 1°C en el grupo tratado con buspirona (Grupo III), descenso de 2.5°C en el grupo
tratado con isorbide (Grupo IV) y descenso de 4°C en el grupo en el que se us6 ambas
drogas (Grupo V) con p{.01. A las 24 horas de aplicado el modelo experimental se
realiz6 el estudio histopatolégico de los cerebros, encontrando menor dano neurolégico
en todos los grupos en donde se usaron las drogas (Grupos III, [V y V) y el menor dafio
en el grupo V, con p{.01. Se concluye que el mejor efecto neuroprotector se presentd
con la asociacién de buspirona y dinitrato de isorbide (Grupo V) con un descenso de 4°c
de la temperatura colénica, seguido de isorbide y buspirona cuando se aplicaron
individualmente.
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ABSTRACT

The decrease in core temperature in individuals suffering cerebral ischemia is an effective
way to reduce neurological damage, so in this paper we tried to reduce the core
temperature without generating regulatory response, called anapirexia physiological
mechanism using drug therapy, with drugs whose action is similar to anapirexico molecular
ie activation of serotonin pathways - nitric oxide cAMP and cGMP-optical pre
hypothalamic area for which we use the association of buspirone and isosorbide dinitrate
in focal cerebral ischemia model in rats, male 8 week old, weight 200 g, divided into five
groups: Group I (or pseudo Sham operated), Group Il (operated), Group Il (operated
more 4mg/kg buspirone administered orally) Group IV (operated more isosorbide dinitrate
orally administered 20mg/day), Group V (operated over the administration of both drugs)
in order to complete its neuroprotective effect. Found drop of 1 ° C in the group treated
with buspirone (Group IIl), decrease 2.5 ° C in the group treated with isosorbide (Group
IV) and decrease of 4 ° C in the group that used both drugs (Group V) with p <0.01. At 24
hours after applying the experimental model was performed histopathological study of the
brain, finding minor neurological damage in all groups where drugs were used (Groups III,
IV and V), and the least harm in group V, with p <0.01. We conclude that the best
neuroprotective effect was presented with the association of buspirone and isosorbide
dinitrate (Group V), a decrease of 4 ° ¢ of colonic temperature, followed by isosorbide and
buspirone when applied individually.

Keywords: Focal cerebral ischemia, buspirone, isorbide, neuroproteccion.
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I INTRODUCCION

Las enfermedades vasculares cerebrales son la primera causa de incapacidad permanente en adultos
y la tercera causa de muerte en los paises desarrollados. Aproximadamente el 30% de los pacientes
que ha sufrido un infarto cerebral queda con incapacidades graves o permanentes y la mayor parte
del resto de los supervivientes presenta dificultades funcionales (Sacco, 2007: 331).

Se trata de una patologia con una gran repercusién e importancia social al suponer una carga
econémica muy elevada. Ademas, conforme la poblacién envejece, su prevalencia aumenta.

En los organismos aérobicos, el oxigeno es el final aceptor de electrones en el metabolismo oxidativo,
por lo que es esencial mantener su flujo a través de la cadena respiratoria, la sintesis de ATP y
consecuentemente, la funcién celular (Gordon, 2001: 81). La falta de oxigeno representa una
situacién amenazante para todas las especies aerdbicas. Una manera de disminuir los dafos celulares
inducidos por la hipoxia es la reduccién de la temperatura corporal, la cual protege a tejidos
sensitivos como el corazén y cerebro por disminucién en la formacién de radicales libres, metabolitos
quimicos y edema tisular (Wood, 1995: 71; Krogh, 2004: 491; Wang, 2000: 3462).

La isquemia cerebral es el proceso fisiopatolégico caracterizado por la disfuncién de una porcién de
tejido cerebral secundaria a la disminucién del flujo de oxigeno en una arteria cerebral concreta. La
evolucién de la isquemia que persiste por debajo de un umbral de flujo conlleva la necrosis del tejido
y el desarrollo de un infarto cerebral. Esta isquemia cerebral es una de las principales causas de
morbilidad v mortalidad v genera una enorme carga econémica en las familias de los enfermos y en
la sociedad (Arango, 2004: 156).

La gran importancia del estudio de la isquemia se debe a la gran trascendencia social que tiene,
debido a la carencia de tratamientos eficaces, lo que explicaria el interés actual por la investigacién
en este campo.

Varias especies animales, incluyendo ectotermos y endotermos reducen su temperatura cuando se
exponen a hipoxia, como consecuencia de un reseteo hacia abajo del punto de ajuste
termorregulador, sin una respuesta termogénica y/o conductual. A este mecanismo de hipotermia
regulada se denomina anapirexia (Wood, 1991: 71; Hill, 1998: 352).

Steiner (2002: 1422) presenté una de las primeras propuestas del mecanismo neuroquimico de
anapirexia inducida por hipoxia, la cual resulta de la activacién de las vias de serotonina—~AMPc y
6xido nitrico-GMPc en el area pre éptica. El modelo propuesto, representa la via comun final de
todos los mediadores de anapirexia. El incremento de la liberacién de serotonina (5-HT) y 6xido
nitrico (ON) y los niveles intracelulares de AMPc y GMPc respectivamente, incrementaria la
sensibilidad térmica de las neuronas de calor de la regién pre-6ptica originando una disminucién del
set point termorregulador.

La anapirexia favorece la recuperacion electro fisiolégica por un proceso asociado con cambios en
los niveles de ATP y una desviacién hacia a la izquierda de la curva de disociacién de la
Hemoglobina con el incremento del flujo de oxigeno en los pulmones (Wang, 2000: 3462; Wagner,
2002: 354; Yenari, 2008: 2910).

La llave de la supervivencia bajo estas condiciones parece ser inherente a la habilidad de disminuir
(“down regulation”) la tasa metabdlica celular a un nuevo nivel hipo metabdlico y una manera de
balance entre la demanda vy oferta de ATP (Boulant, 1998: 108; Barros, 2002: 975; Boutilier,
2001: 3171).

Durante la aplicacién de hipotermia forzada, no ocurre desviacién de la temperatura hipotalamica
central, por lo que es acompanado con la posterior estimulacion de mecanismos de produccién y
conservaciéon de calor creando un estrés fisiolégico y psicolégico; estas desventajas no se producen
en la anapirexia (Steiner, 2002: 584).

En la clinica, la eficacia de la hipotermia se manifiesta al disminuir los danos neurolégicos en
supervivientes al coma y en la isquemia hipéxica neonatal, considerando que una disminucién de 2 a
4°C protegen al tejido frente a la disminucién de oxigeno (Briley, 1984: 125; Boulant, 1998: 108;
Delivoria, 1998: 132; Debillon, 2003: 17; Schwab, 1997: 762; McDonagh, 2006: 180; Lei, 1994:
147; Holzer, 2003: 317).
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Investigaciones en animales que hacen hipotermia regulada presentaron vasodilatacién periférica y
reduccién de tasa metabdlica. La evidencia acumulada nos muestra que la disminucién de la
temperatura central es una forma efectiva para reducir los danos celulares. En bases a esta
racionalidad, la hipotermia forzada (uso de medios fisicos) es usada en clinica y en procedimientos
quirdrgicos para proteger el cerebro y el corazén de los efectos de deterioro de la hipoxia. Asi mismo,
es un método usado en el estudio y tratamiento de patologia humana (Mifiambres, 2008: 227,
Sahugquillo, 2007: 2310; Steiner, 2002: 263; Gordon, 2001: 81; Liu, 2009: 387).

Bajo este contexto, es que nos propusimos combinar el uso de drogas agonistas de 5-HT1la con
donadores de ON (buspirona e isorbide) para inducir anapirexia en ratas albinas, Rattus var.
Norvegirus y determinar los efectos protectores aplicando el método de Isquemia Cerebral Focal,
ICF (Sugio y Pulsinelli, 1998: 992).

ll. MATERIAL Y METODOS

2.1 Objeto de estudio

El objeto de estudio del presente trabajo estuvo constituido por Ratas albinas, Rattus var. Norvegirus
machos, de 8 -9 semanas de edad, con peso promedio de 200 =+ 20 gr, obtenidos del bioterio de la
Universidad Nacional Agraria la Molina, Pert, después de una semana de cuarentena en el
laboratorio de Fisiologia de la Universidad Nacional de Trujillo, Pera.

Se cumplieron estrictamente las normas establecidas por los Protocolos de Etica para manejo de
animales de experimentacién (APS, 2002: 281; Jayo, 1999; ILAR, 1996).

Segln tratamiento estadistico (Montgomery, 2002: 647; Steel, 1996) se seleccioné 80 animales
distribuidos en 5 grupos de 16 ratas cada uno, distribuidos de la siguiente manera:

Grupo [ Sham: grupo que se operé pero no se produjo lesién cerebral (grupo control).

Grupo II sin tratamiento: grupo que se operd, se produjo la lesién y no se le dio tratamiento. Sirvié
para verificar el efecto del modelo experimental empleado.

Grupo 1II: grupo que se operd, se produjo la lesién y recibié tratamiento con la buspirona.

Grupo IV: grupo que se operd, se produjo la lesién y recibié tratamiento con la droga dinitrato de
isorbide.

Grupo V: grupo que se operd, se produjo la lesién y recibié tratamiento combinado de ambas
drogas.

2.2 Métodos y técnicas

Las ratas albinas se mantuvieron en condiciones estandar de iluminacién (ciclos diarios de 12 horas
de luz y 12 de oscuridad, a una temperatura ambiente de 24-25° C, con dieta estindar para la
especie usada y agua ad libitum (Jayo, 1999; Rollin, 1995; Quezada, 1997).

Produccién de hipoxia

Se aplicé el Modelo experimental de Isquemia Cerebral Focal (ICF) propuesto por Sugio vy
Pulsinelli (1998: 992) modificado por los autores. Se anestesié a los animales con una dosis de 5
mg/kg de hidrocloruro de xilazina (Calier) v 50 mg/kg de clorhidrato de Ketamina y se les dejé
reposar hasta que los anestésicos hicieran efecto. Por puncién cardiaca se le extrajo a cada rata el
10% del volumen de sangre circulante (Prieto, 2008: 414). Bajo condiciones de asepsia y antisepsia,
se realizé una incisién en la linea media del cuello y diseccioné la piel, tejido subcutaneo y misculo
hasta lograr identificar la arteria carétida comin (ACC) izquierda y se ligd con sutura Nylon 5-0. Para
interrumpir la circulacién sanguinea de manera ipsilateral, se suturé la herida con ayuda de un
anestésico local y posteriormente, se administré gentamicina (Abbott) como profilactico. Finalmente,
se dejé descansar al animal a una temperatura ligeramente mayor a la ambiental en camaras
previamente confeccionadas (Sugio, 1998: 992; Roda, 1998; Lopez-Hernandez, 2005: 160; Prieto,
2008: 416).
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Control de temperatura

Se registré la temperatura central cada 10 minutos con termémetros digitales, instalando termistores
rectales (3cm) durante una hora antes de iniciada la experiencia para lograr la adaptacién del animal
y evitar el efecto estrés y posteriormente por 24 horas.

Suministro de drogas

Se administré6 Buspirona (Sigma-Aldrich) a una dosis de 4mgkg por VO, utilizando sonda
orogaéstrica y dinitrato de isorbide sodio (Normon) a una dosis de 20 mg. por VO, inmediatamente
después de la cirugia. Las dosis de las drogas se definieron en base a estudios pilotos previos que
realizé el investigador para evaluar los efectos termorreguladores de estas drogas en los animales de
experimentacion.

Obtencién y preparacién del material de estudio

Remocién del cerebro. Luego de 24 horas de realizada la cirugia los animales fueron sacrificados
por sobredosis de anestésico (Ketamina). Se procedid a la decapitacién en un nivel justo por encima
de las escapulas. Una vez que la cabeza fue removida se expuso el interior del crdneo separando los
huesos nasales y frontales en sentido sagital, para luego extraer los huesos de la béveda craneana.
Después se extrajo con cuidado el encéfalo y se sumergi6é en formol al 10% para su conservacién
(Sugio, 1998:922; Pulsinelli, 1979: 270).

Evaluaciéon del daio histopatolégico. Los cerebros fijados en solucién de formol y embebidos
en parafina se sometieron a la tincibn con hematoxilina-eosina. A fin de poder evaluar
comparativamente todas las muestras, se realizaron secciones coronales de cerebro en tres regiones
(Neocortex, Hipocampo, ganglios basales) por ser las éreas méas vulnerables a dafio en una lesién
isquémica. En la regién del hipocampo se analizé las caracteristicas de las neuronas oscuras
(contraccién celular prominente, basofilia, dendritas apicales en sacacorchos) mientras que en el
neocortex y los ganglios basales se analizé las caracteristicas de las neuronas rojas (citoplasma
brillante, rojo o rosado, niicleo picnético desintegrado, dendritas apicales en sacacorchos, nucléolo
poco notorio, granulos de nissl poco notorios, contraccién celular prominente). Para determinar el
dafio se realizé un conteo de las caracteristicas alteradas en cada una de las areas del cerebro de
cada animal que permitieron establecer diferencias significativas entre grupos, aplicando la prueba
de Levine (Quinzafios, 2008: 119; Arch, 2008: 6; Busto, 1987: 729).

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados con los paquetes estadisticos SPSS 15.0 y Minitab Statistical Software
previa elaboracién de la base de datos correspondiente. Para las variables cuantitativas se calculé el
promedio y su correspondiente varianza, realizdndose gréficos de barras simples para resaltar los
hallazgos de interés. Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad de
una distribucién y luego se determiné si existe diferencia significativa entre los promedios de los
grupos, para esto se aplicé el Andlisis de Varianza (ANOVA); si existe diferencias significativas (p-
valor < 0.05), quiere decir que al menos dos comparaciones son diferentes.
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. RESULTADOS

3.1 SUPERVIVENCIA

Durante el desarrollo del experimento fallecieron 2 ratas en total, 1 perteneciente al grupo ICF y la
otra perteneciente al grupo ICF+B. Las ratas restantes no tuvieron complicaciones y pudieron llegar
al final de experimento.

En la Fig.1 se muestra la disminucién de 1°C en el grupo que se administré buspirona (ICF-B), con
un p«.01, un descenso de 2.5°C y un p0.01 en el grupo ICF-I y un descenso de 4°C con un
p<0.01, en el grupo ICF+B+1, altamente significativo de las primeras 12 horas.

Las Figs. 1, 3, 4, 5 representan las caracteristicas neuronales que indican dafo celular en tres zonas
del cerebro (Neocortex, hipocampo y ganglio basal) en cada uno de los grupos, provocado por el
modelo experimental.

La muestra con dano histolégico nos mostré que el grupo ICF o control presenté una media del
numero de disconformidades de 6.4 con un error tipico de 0.68, mientras que el grupo ICF+BI,
presenté una media del nimero de disconformidades de 3.67 con un error tipico de 0.67. El grupo
Sham obtuvo una media del nimero de disconformidades de 3.2. El grupo ICF+I presenté una
media del nimero de disconformidades de 3.4 con un error tipico 0.6, el grupo ICF+B+1I, presenté
una media del nimero de disconformidades de 3.3 con un error tipico de 0.62.

En la comparacién entre grupos, se encontré diferencias altamente significativas entre los grupos
Sham e ICF (control) vy altamente significativo, p<«0.001 entre el grupo ICF (control) y grupo
ICF+B+1.

37 iy |CF

16 == |CF+B

35

oA mmuzm-

TIEMPO DE MONITORIZACION ( horas)

G T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213141516 1718 1920 21 22 23 24

B
s )

Fig.1 Efecto de las drogas Buspirona (B), Isorbide (I) ambas (B+I) sobre la Temperatura
colénica comparada con el Basal I (ICF).
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Fig. 2. Representacién gréfica de las medias del nimero de disconformidades que evidencian los
dafios neurolégicos en los Grupos SHAM-ICF, ICF-B (buspirona), ICF-I (isorbide), ICF-B-I
(buspirona-isorbide).
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Dario neurolégico (histopatologia)

Fig.3. Corte histolégico de neuronas oscuras del hipocampo- Grupo Sham usando tincién de
hematoxilina eosina (400 x).
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Fig. 4. Corte histolégico de neuronas rojas mostrando contraccién celular prominente en Neocortex
cerebral — Grupo ICF usando tincién de hematoxilina eosina (400 x).

Fig. 5. Corte histolégico en neuronas oscuras del hipocampo mostrando dendrita apical en
sacacorchos en Grupo ICF-B-I usando tincién de hematoxilina eosina (400 x).

IV. DISCUSION

En la presente investigacién se enfocan los resultados de dos maneras. En la Fig. 1, se evidencia el
efecto hipotérmico de las drogas en forma individual y asociadas comparéndola con el grupo ICF vy
en la Fig. 2, se presenta los resultados de la evaluacién histolégica a que fueron sometidos los
cerebros de los animales en aéreas sensibles a la falta de oxigeno, como son Neocortex, hipocampo
y ganglios basales.

La Fig.1 mostré que en el grupo ICF-B se observa disminucién de 1°C con p«0.01. Esta droga es
un agonista selectivo a nivel de los receptores post-sinapticos de 5-HT1A vy origina elevacién de
serotonina; datos que coinciden con investigaciones realizadas por Navinés de la Cruz (2005) y
Expdsito (1994) quienes encontraron una respuesta hipotérmica significativa.

Se presenta también en el grupo ICF-I un descenso de 2.5°C con un p«).01 comparado con el grupo
ICF. Esta droga estimula la liberacién oxido nitrico, activando la guanilato ciclasa y aumentando los
niveles de GMPc que produce efecto vasodilatador y permite al organismo perder calor por
conveccién y finalmente, se observé que al combinar las drogas grupo ICF-B-I, se provocé un
descenso de la temperatura central de 4°C con un p«).001, altamente significativo, lo que se
explicaria por la sinergia de los mecanismos de ambas drogas, aumento del AMPc celular y de
GMPc intracelular simultdneamente, se genera el efecto anapirexico, respuesta del sistema nervioso
central compensatoria y regulada, que reduce el consumo de oxigeno, aumenta la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno, y mitiga las respuestas a la hipoxia. Se han sugerido varias sustancias
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ademés, como mediadores putativos, entre ellas adenosina, lactato, opioides y la mayoria parece
actuar en el sistema nervioso central (Steiner, 2002; Barros, 2002).

Con estos hallazgos confirmamos en un primer momento, que las drogas semejan el mecanismo
neuroquimico propuesto por Steiner (2002): una elevada produccién de AMPc y GMPc en el area
pre Optica hipotalamica disminuye el punto de consigna termorreguladora, es decir, anapirexia.

La segunda parte de los resultados, Fig. 3, 4, 5, grafica la identificacién histopatolégica de las
caracteristicas neuronales, denominadas disconformidades, que indican dafo celular en tres zonas
del cerebro (Neocortex, hipocampo y ganglio basal) y se observa que el grupo donde se presenté el
mayor dano neuronal fue el grupo ICF o control (p < 0.001) y el de menor dano el grupo ICF+B+I,
con un p< 0.01, lo que confirma que el efecto de buspirona y dinitrato de isorbide, al bajar hasta 4-C
la T colénica, genera efecto protector del tejido nervioso.

Sin embargo, también cabe resaltar que los resultados que se presentan en los grupos ICF-B e ICF-I
de manera independiente presentan también disminucién de temperatura colénica , asi como efecto
neuroprotector , aunque el mayor efecto hipotérmico y neuroprotector p < 0.001) se presenta en el
grupo en donde se asocian ambas drogas (ICF-B-I).

El mecanismo protector propuesto es que la hipotermia disminuye la velocidad de peroxidacién de
lipidos y protege del estimulo isquémico a las membranas celulares mediante la estabilizacién de
eflujo de potasio (Lei, 1994; Coulbourn, 1997; Holzer, 2002; Schwab, 1997; Guzmén, 2008).

En cuanto al aspecto molecular que genera la hipotermia, es la de atenuar la activacién de las vias
SAPK que se producen en hipoxia y que desencadenan la muerte celular; esta atenuacién se debe a
una mayor modulacién inmune y mejora de las defensas antioxidantes tales como, aumento de las
concentraciones cerebrales de ascorbato, que generan efectos a favor de regeneracién neuronal y/o
sinaptogénica (Drew, 2004; Lee et al, 2002; Zhou et al, 2001).

La hipotermia, inducida bajo condiciones controladas, disminuye el dafno neurolégico en modelos
animales como en seres humanos después de paro cardiaco (Busto et al, 1987), aunque los
mecanismos multifactoriales de proteccién son ain poco conocidos (Holzer y Sterz, 2003). La

magnitud de refrigeracién puede mejorar la protecciéon hasta el limite de tolerancia que al frio se
alcanza. Por lo tanto, una mayor tolerancia a la disminucién de la temperatura corporal central
debido a las adaptaciones a nivel celular, pueden desempenar un gran papel en la tolerancia a la
hipoxia como la respuesta metabdlica hipdxica, ya que este ultimo requiere una temperatura minima
de cuerpo de nucleo para ser eficaz (Yenari, 2008; Zhou, 2001).

El grado de hipotermia también se refleja en un efecto neuroprotector, de manera que una
disminucién moderada de la temperatura corporal (4-6 °C); es mas eficaz que una disminucién leve
(1-3°C) lo que confirmamos con nuestros hallazgos (Fig.5) mientras que una hipotermia profunda
(menos 15-20 °C) puede producir efectos secundarios importantes (Nguyen, 2011).

Los mecanismos neuroprotectores de la hipotermia son muiltiples: disminuye el consumo cerebral de
oxigeno, enlentece la disminucién de fosfocreatina/fésforo en la activacién de los aminoécidos
excitadores, inhibe la actividad de la sintetasa del éxido nitrico, disminuye el nivel de interleukina-1,
disminuye la liberacién de citoquinas téxicas por la microglia/glia, suprime la actividad de los
radicales libres, suprime la apoptosis y disminuye la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, la
presion intracraneal v el edema cerebral (Holzer, 2002; Holzer, 2003).

Los efectos combinados de la hipotermia con mecanismos antioxidantes mejorados, mecanismos de
defensa, la atenuacién de la respuesta inflamatoria, asi como el suministro de oxigeno mejorado, por
tanto, tienen el potencial de proporcionar una proteccién significativa contra la hipoxia (Markstein,
1999; Lee, 2002; Talati,2005).

Aunque todavia hay muchas éareas de investigacién sobre los mecanismos de neuroproteccion de la
hipotermia, podemos concluir que el uso combinado de los agonistas de 5-HT1A, buspirona, con
los donantes de oxido nitrico, dinitrato de isorbide, que se utilizan actualmente en los pacientes como
farmacos ansioliticos y vasorrelajantes, respectivamente, pueden inducir anapirexia y
neuroproteccion.
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V. CONCLUSIONES

% La buspirona produce efecto neuroprotector a una dosis de 4mg/kg con un descenso de 1°C de
temperatura colénica.

« El isorbide produce efecto neuroprotector a una dosis de 20 mg/dia con un descenso de 2.5°C
de temperatura colénica.

«» El mayor efecto neuroprotector se presenta con la asociacién de las drogas, buspirona y
dinitrato de isorbide, con un descenso de 4°c de temperatura colénica.

< El mejor efecto neuroprotector se observé en el estudio histopatoldgico del cerebro de ratas

tratadas con buspirona y dinitrato de isorbide donde se encontraron el menor nimero de
disconformidades.

VI. RECOMENDACIONES

o
%

Se deben monitorizar los efectos colaterales y secundarios de las drogas usadas antes de ser
aplicadas como terapia clinica.
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