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l. Introduccion.

El cerebro y el cuerpo se comunican entre si no solo a través del sistema nervioso
periférico, sino también a través de la sangre, mediante mensajes hormonales. En el
sistema nervioso (SN} existen receptores para todas las hormonas esteroides, lo que
establece un importante mecanismo en ia regulacién de los cambios estructurales y la
funcién neural (McEwen, 1999). La actividad en el SN puede ser generada y modulada
por esteroides periféricos y por esteroides producidos de novo en el SN llamados
neuroesteroides (NE) (Akwa y Baulieu,1999). El cerebro puede sintetizar esteroides a
partir del colesterol y metabolizar los esteroides hormonales en derivados que pueden
ser potentes neuromoduladores (Veiga y col., 2004).

Los NE pueden ser sintetizados y actuar en neuronas y células gliales (Garcia-
Estrada y col., 1993; Zwain y Yen, 1999; Tsutsui y col., 2000). En las neuronas gjercen
acciones moduladoras sobre fa transmision nerviosa relacionada funcionalmente con
procesos cognitivos, como aprendizaje y memoria, y aspectos conductuales, como
depresién o ansiedad (Rupprecht y Holsboer, 1999). Son capaces de modificar
transitoriamente la conectividad sinaptica en el tejido cerebral adulto de ratas hembras,
regulando el nimero de terminales sinapticas en contacto con los somas neuronales
durante el ciclo estral, la disminucién en el nUmero de contactos sinapticos podria estar
mediada por células gliales, cuyas prolongaciones desplazarian las sinapsis axo-
somaticas {(Olmos,1989); por posibles efectos de regulacion en la activacion y cambios

plasticos fisiologicos sobre la morfologia y funcionalidad de estas células.

Por otro lado, esta establecido que los tejidos corporales ante lesion o dafio
reaccionan presentando una respuesta inmune celular, que en el tejido nervioso es
iniciada por las células de microglia adyacentes a la zona lesionada, que sufren
cambios morfolégicos y funcionales y pueden actuar como células presentadoras de
antigencs o como macrofagos, la microglia mas alejada prolifera y migra hacia la zona
afectada; ademas de producir sustancias mediadoras de la respuesta inmune,
también participan en la formacién de la cicatriz glial. (Streit, 2001).
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La microglia activa a los astrocitos, ambas células son las mas importantes en la
respuesta glial y comparten caracteristicas inmuno-reactivas que responden al dano
neural (Aloisi, Ria y Adorini, 2000); contribuyen a delimitar la zona dafiada y a la
formacién de la cicatriz glial, la cual puede convertirse en el principal obstaculo para el
rebrote de neuritas, la reconexién sinaptica y la recuperacion funcional (Nieto-
Sampedro, 1999; Wilhelsson y col., 2004), independientemente de la magnitud del
dafio (Bovolenta y col., 1992; Gehrmann vy col., 1995). En la gliosis reactiva por lesidn
cerebral, los esteroides pueden participar modulando ta activacion, proliferacion y

migracion de células gliales (Garcia-Estrada y col., 1993, 1999; Garcia-Segura y col.
1999a).

Ante la posibilidad de que la cicatriz glial pueda convertirse en un obstaculo
para la recuperacion estructural y funcional del tejido cerebral dafiado, es importante
evitar que se establezca en una gran extensién. Una forma seria reduciendo la
cantidad de células que participan en la estructura y establecimiento de la cicatriz,
que pudiera lograrse con la administracion de esteroides, como agentes gue modulan
negativamente la gliosis reactiva al inhibir, de manera importante, los procesos
mitdticos y migratorios de células gliales que incluye la respuesta cerebral por ia
lesidn; y en consecuencia generar un medio ambiente que facilite el restablecimiento
funcional en la zona lesionada.

Las regiones lesionadas -corteza cerebral parietal e hipocampo dorsal- fueron
seleccionadas por estar estrechamente involucradas, especialmente el hipocampo, en

los procesos de aprendizaje espacial y memoria (Tees, 1999; Ramos, 2000).

La recuperacion cognitiva puede ser valorada usando el laberinto acuatico de
Morris (MWM), principal herramienta para estudiar el aprendizaje espacial y memoria,
la recuperacion de la normalidad tras lesion cerebral, y los posibles beneficios de
terapias farmacoldgicas (Morris, 1981,1984;Skelton, 1998; D' Hooge y De Deyn, 2001).

Los resultados favorables podrian ofrecer alternativas terapéuticas en casos de

lesiones traumaticas o de otro tipo en el sistema nervioso central (SNC).
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Il. Antecedentes,
2.1. Esteroides periféricos y neuroesteroides.

Tanto los esteroides como los NE son sintetizados a partir del colesterol, sobre el
que actia la enzima esteroidogénica citocromo P450g.. catalizandolo a pregnenoclona

(PREG), de la gue derivan la dehidroepiandrosterona (DHEA) y todas las hormonas
esteroides conocidas (Majewska, 1999; Wilkinson, 2005).

La sintesis de esteroides periféricos se realiza en las glandulas esteroidogénicas,
principalmente por acciones a través del eje hipotalamo-hipdfisis—gonadas—adrenales
(Robel y col., 1999); los esteroides estrogénicos son fundamentales durante el desarollo
prenatal del SNC y ia vida postnatal inmediata, durante la etapa aduita regulan
respuestas conductuales y neurcendocrinas (Garcia-Segura y col., 1999).

Los NE son sintetizados de novo por el tejido nervioso; en células gliales,
principalmente en oligodendrocitos (PREG) (Hu vy col., 1987) y astrocitos (DHEA); y en
neuronas, como las células de Purkinje del cerebelo (Tsutsui y col, 2000). La

produccion de NE es independiente, al menos parcialmente, de la sintesis esteroidea
periférica (Robel y Baulieu, 1995).

Los NE son considerados una nueva clase de neuromoduladores, con efectos
sobre la excitabilidad neuronal, tanto por sus acciones directas y rapidas sobre

receptores de membrana, como regulando la expresion génica a través de receptores
intracelulares.

En el SNC de mamiferos estan presentes receptores para todas las hormonas
esteroides y NE; el cerebro es érgano meta para hormonas esteroides y zona de
extenso metabolismo esteroide, y se le puede considerar el principal organo
endocrino del organismo (McEwen, 1999). Los receptores estan involucrados en la
induccion del feed-back esteroide y muchos efectos conductuales; en fa regulacion de

la sintesis de neurotransmisores y receptores neuromediadores, hormonas y enzimas
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para el metabolismo hormonal; durante el desarrollo embrionario y postnatal ejercen

efectos sobre la organizacion de la circuiteria neural que persisten durante la vida
adulta (Robel, Schumacher y Baulieu, 1999).

2.1.1. Mecanismos de accion de en el SNC,

Son varios 10s mecanismos a fravés de los cuales los esteroides modifican la
funcién nerviosa. Sus acciones son principalmente autocrinas y paracrinas, sus efectos
sobre una célula pueden ser trasmitidas a ofras células cerebrales, incluso distantes, de
forma rapida y especifica (Kleinrok y Sieklucka, 1994); también acttan sin interaccionar
con receptores, ya que algunos esteroides, como la DHEA, poseen -efectos
antioxidantes (Veiga y col., 2004).

Los NE actuan; con acciones rapidas sobre receptores de membrana, como GABA-
A, NMDA vy sigma 1, entre otros; la mayoria de los receptores ionotropicos conocidos
modifican su funcion por los esteroides (Rupprecht, 2003); o regulando la expresion
génica via receptores intracelulares {Louw y col., 2000; Puia-Belelleli, 2001), los efectos
gendmicos permiten la union con el receptor para luego actuar como factores de

transcripcion para genes especificos para la sintesis de proteinas especificas
(Rupprecht y col., 1999).

2.1.2 Funciones de NE.

Los NE estan involucrados en la regulacién y control de actividades conductuales y
procesos cognitivos, como aprendizaje y memoria; funcionan como neuromoduladores,
ya que pueden alterar la excitabilidad neuronal, al modular las corrientes en los canales
de calcio y ejercer una regulacion bimodal especifica, positiva o negativa, sobre la
actividad de receptores ionotrépicos para neurotransmisores, como el GABA, ACh,
glicina y glutamato, resultando un importante mecanismo de comunicacion entre el
cerebro y el resto del organismo, que facilita numerosos fendmenos psico-fisioldgicos
{(Baulieu, 1991; Majewska y col., 1992; Mayo y col., 1999; Puia-Belelli, 2001).
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Los NE y esteroides periféricos son capaces de modificar transitoriamente la
conectividad singptica en el tejido cerebral adulto, el nicleo arcuato hipotalamico de
ratas hembra ha sido utilizado como un modelo de plasticidad sinaptica fisioldgica,
debido a que sufre modificacion del nimero de terminales sinapticas que contactan los
somas neuronales a través del ciclo estral (Olmos,1989). La disminucion del numero de
contactos sinapticos podria explicarse por retraccion de las terminales sinapticas ©
desplazamiento de las sinapsis axo-soméaticas o axo-dendriticas por las prolongaciones
gliales, que actuarian a manera de una barrera fisica para modular la densidad
sinaptica, y la sefial neurcnal, al permitir, @ impedir, el contacto de las ferminales
sinapticas con la superficie neuronal (Olmos, 1989). Por cierto los NE pueden ser

precursores de hormonas sexuales y sus metabolitos (Baulieu y Robel, 1990; Baulieu,
1991, Azcoitia y col. 2003).

2.1.3 Efectos tréficos y respuesta a lesion cerebral.

En el tejido nervioso, en neuronas y células de glia, los NE también ejercen efectos
troficos y protectores que resultan en aumento de la supervivencia y diferenciacion
neuronal; tras lesion cerebral, la progesterona y su metabolito, alopregnenolona, facilitan
la recuperacion y disminuyen la pérdida neuronal (He Jun y col., 2004; Djebaili M. y
col., 2005). Los NE inducen hipertrofia en células gliales, como ocurre en astrocitos
(Bastianetto y col., 1999; Robel, Schumacher y Baulieu, 1999).

Los esteroides y NE son sustancias implicadas en los procesos plasticos de
reparacion cerebral al participar en la reguiacion de la respuesta glial a lesién en el
tejido nervioso modulando la reactividad y proliferacion de microglia y astrocitos
(Garcia-Estrada y col. 1999). Estudios in vitro han mostrado que PREG y DHEA actuan -
como factores tréficos para las células gliales (Streit y col.,1999), por lo que podrian

contribuir a lograr la recuperacién funcional del cerebro lesionado.
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2.1.4 Relacion de PREG y DHEA con aprendizaje y memoria.

En el SNC los NE incluyen principalmente PREG y DHEA, ellos son progenitores
de toda la serie de esteroides, estan presentes en altas concentraciones en el cerebro
de ratas y humanos, y gjercen efectos multifuncionales sobre el tejido nervioso intacto y
lesionado {Baulieu y Robel, 1990; Akwa y Baulieu, 1999).

En muchos experimenios claramente se ha demostrado que los esteroides,
particularmente los que actlian como antagonistas a GABA, como PREG y DHEA,
tienen propiedades que favorecen el aprendizaje y aumentan la memoria (Mayo y col.,
1998; Schumacher, Akwa, Guennoun y col., 2000). La accién inhibitoria del GABA en los
procesos de aprendizaje y memoria es evidente, debido a que sus antagonistas facilitan
la potenciacion hipocampal a largo plazo (LTP) relacionada con procesos cognitivos,
como la adquisicion y recuperacién de una tarea aprendida; la LTP es un proceso
sinaptico de larga duracién, mediado por neurotransmisores excitatorios, como el
glutamato (Rupprecht y col., 1999).

Las acciones de modulacion en la transmision sinaptica de PREG y DHEA
“incluyen: inhibicion de la actividad en receptores GABA-A, y activacion de los receptores
NMDA y AMPA a glutamato, que es acompafada por aumentos en la despolarizacion, la
excitacion y la plasticidad neuronal (Wolf y Kirschbaum, 1999), sobre receptores
nicotinicos facilitan la liberacion de acetilcolina en el hipocampo, (Darnaudéry y col.,
2000). Adicionalmente; PREG y DHEA, respectivamente, aumentan la duracion de las
fases IV y la V o MOR (movimientos oculares rapidos) del suefio, que se cree estan
relacionadas con eventos de consolidacién de la memoria del aprendizaje generado
durante el periodo de vigilia (Friess, 1995).

Por sus acciones sobre el SN, PREG y DHEA facilitan el aprendizaje espacial,
favorecen la memoria de corto y largo plazo, y consecuentemente mejoran Ia
adquisicion, retencion y recuperacion de tareas aprendidas en roedores, ademas de
revertir trastornos amnésicos (Mayo y col., 1999; Robel y col., 1999). Por otro lado, se ha
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demostrado que DHEA tiene propiedades ansioliticas y antiagresivas (Zwain T., Yen S.,
1999).

En este estudio se analiz la capacidad de PREG y DHEA como moduladores
negativos de la proliferacion de células de microgiia en el cerebro adulto de ratas
lesionadas por una herida penetrante; los esteroides fueron seleccionados por ser
progenitores de toda la serie de hormonas esteroides, estar presentes en altas
concentraciones en el cerebro de ratas y humanos y ejercer acciones multifuncionales
sobre el SNC. De obtenerse resultados favorables, el uso de estos compuestos brindara
una alternativa terapéutica diferente para inhibir la reactividad y proliferacion excesiva de

microglia y favorecer la recuperacion de la normalidad en el tejido cerebral lesicnado.

2.2, Células gliales.

Es la poblacion celular del sistema nervioso que no conduce impulsos nerviosos,
se distinguen dos tipos basicos; microglia y macroglia, la ultima compuesta por
astrocitos, oligodendrocitos, células ependimarias y células de Schwann (Lawson y col.,
1991). El tejido glial ha sido propuesto como mediador de las acciones de esteroides
sobre el sistema nervioso, como modulador del microambiente hormonal de las
neuronas en cerebro normal y lesionado, y como potenciador del desarrollo vy
diferenciacion sexual del cerebro, plasticidad sinaptica, reparacion cerebral y vejez, asi
como en la funcion inmune cerebral {(Jordan, 1999).

2.2.1. Células de microglia.

Estas células son llamadas macrdfagos cerebrales y son representantes del
sistema inmune intrinseco del cerebro, con capacidad para atacar micro-organismos
invasores, retirar detritus celulares, reaccionar ante estimulos antigénicos y promover
la reparacion tisular (Dihné y col., 2001).
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Localizacién.

En el SNC las células de microglia integran una amplia red presente tanto en la
sustancia blanca como en la gris, son mas abundantes en la sustancia gris y el espacio
perivascular, alli forman parte de una barrera inmune cerebral (Dalmau, 1998); en el

cerebro adulto representan entre el 5 y 15% del total de células (Jordan, 1999).

Origen.

Su origen es controvertido, ya que se han propuesto dos origenes distintos; por un
lado, el origen mesodérmico de microglia apoyado por la similitud en las caracteristicas
ultraestructurales, morfoldgicas, inmunofenotipicas y funcionales de la microglia con los
macrofagos y monocitos  (Santambrogio y col., 2001; Hess y col., 2004); y por el otro
lado se propone un origen ectodérmico considerando gue la microglia ya esta presente

en el SNC durante las etapas embrionarias tempranas de desarrollo neural (Streit,
2001n).

Morfologia.

Las celulas de microglia pueden presentar distintos estados morfologicos y
funcionales, ya que poseen la capacidad de reaccionar y adaptarse a diferentes
microambientes, en el tejido sano y lesionado (Davis y col., 1994). En el tejido nervioso

adulto se han establecido formas ramificadas, ameboides y reactivas ( Fig. 1).

Actividades en el tejido sano.

La forma ramificada o en reposo esta presente en el tejido sano, son células con
soma pequefio de 5-10 um de diametro, del que surgen numerosas ramificaciones de
superficie rugosa o espinosa, en estas condiciones; la superficie citoplasmatica
contribuye al mantenimiento de la homeostasis del medio ambiente extracelular
mediante eliminacién de compuestos solubles y recaptura de neurotransmisores,

ademas de la produccion de moléculas neurotroficas (Nakajima y Kohsaka, 2001).

Las células de microglia pueden expresar por lo menos 12 diferentes canales
ibnicos (Eder y DeCoursey, 2001) y una variedad de receptores en su superficie celular,

son capaces de recibir informacién acerca de las condiciones fisico-quimicas del medio
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extracelular, de la integridad del parénquima cerebral y de la viabilidad de las neuronas y
otras células, asi ellas podrian actuar como “sensores” cerebrales, capaces de detectar

y reaccionar ante estimulos nociceptivos que alteran la homeostasis del tejido nervioso
(Davis y col., 1994, Streit., 2001a).

Fig. 1. (A) Microglia en estado de reposo, con largas y numerosas prolongaciones
citopldsmicas. Tras lesion del tejido nervioso, (B) la microglia se activa y sufre transformaciones
morfolégicas, sus ramificaciones se acortan y engruesan haciéndose reactiva. (C-D) Microglia
ameboide, con capacidad de macréfago.

Activacion.

En reposo pueden transformarse rapidamente en activadas o reactivas, o hasta
macréfagos (Streit, 2000); y se ha considerado que existe una activaciéon continua de la
microglia (Town, Nikolic, Tan, 2005). El estimulo inicial para la activacién podria
involucrar la sefializacion del receptor por moléculas que normalmente no estan en el
espacio intercelular o aumentos extracelulares de tales moléculas, o la desaparicién de

una sefal constitutiva, por ejemplo la pérdida de una interaccién inhibitoria que permite
la activacion (Hanisch, 2001).
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La microglia se activa ante casi cualquier condicion patolégica que afecte al SN,
incluyendo rompimiento de la homeostasis intra y extracelular, lesiones traumaticas,
sefializacion neuronal, enfermedades infecciosas, neurodegenerativas © autoinmunes
(Streit, 2001). Los aumentos en la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad
tipo 11 (CMH-II), moléculas de adhesion y el factor inflamatorio alografico -1 (AlF-1) son
signos tempranos de activacion microglial en respuesta a dafio cerebral (Aloisi y col.,
2000; Schwab y col., 2001); in vitro se ha observado que la forma ramificada se puede
transformar en reactiva y ameboide (Slepko, 1996).

2.2.2. Astrocitos.

Los astrocitos, son las células mas abundantes en el cerebro, tienen origen
neuroectodérmico, son las células gliales de mayor tamano, con diametro de 10-40 ym,
de morfologia estrellada por sus abundantes prolongaciones citoplasmicas que forman
un revestimiento neuronal, en zonas gue carecen de cobertura por oligodendrocitos, y
sobre capilares sanguineos (Jordan, 1999). Los astrocitos se acoplan entre ellos por
medio de uniones comunicantes que permiten el flujo inter-astrocitario de iones y
moléculas pequefias (Pekny y Nilsson, 2005).

En el tejido cerebral se distinguen dos tipos de astrocitos; los fibrosos, con
prolongaciones citoplasmicas de mayor tamarnio y mas numerosas, localizados en la
materia blanca, con funciones principales de sostén; y los protoplasmicos, de estructura
mas compleja, presentes en la materia gris, son componentes esenciales de la barrera

hematoencefalica y participan en la regulacién del metabolismo extracelular (Mong y
McCarthy, 1999).

Ademas, los astrocitos participan en la modulacién sinaptica y actian como
reserva de neurotransmisores (Tapia, 1992, Jordan, 1999). Por su alto contenido de
proteina acidica fibrilar en los filamentos intermedios que componen su citoesqueleto,
los astrocitos se identifican facilmente usando anticuerpos dirigidos contra ella (Garcia-
Estrada y col., 1995).
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Los astrocitos comparten con la microglia caracteristicas inmunes, ambas son las
células gliales méas importantes en la respuesta inmune celular y en el proceso de
reparacion del tejido nerviosc dafiado (Rabchevsky, 2001). En este estudio la respuesta

glial fue resultado de la lesién cerebral penetrante provocada en los sujetos
experimentales.

2.3. Regiones cerebrales lesionadas.

La corteza parietal y el hipocampo dorsal principalmente fueron afectados por la
lesion; ambas regiones estén relacionadas con aprendizaje espacial y se conectan a
través de los tractos temporo-aménicos (Delatour y Gisquet, 2000).

2.3.1. Corteza parietal.

Se localiza en la region dorsal del cerebro, posterior a la regién frontal y por
delante y arriba del I6bulo occipital, lateralmente se relaciona con la corteza temporal.
Recibe aferencias de los nlcleos lateral-posterior, lateral-dorsal y posterior del talamo.
Mantiene conexiones reciprocas con las cortezas occipital primaria y secundarias medial

y lateral; temporal primaria; cingulo y corteza prefrontal medial (Tees, 1999).

En la rata la actividad principal que la corteza parietal desarrolla es sensorial, es
una zona de convergencia multimodal, con neuronas que responden a estimulos
visuales y somatosensoriales relacionados espacialmente y con el mantenimiento de la
informacion mneménica relacionada a la direccién de la cabeza, ya que es responsable
del movimiento dirigido en relacién al estimulo en el espacio y contribuye a la formacion
de representaciones espaciales (Tees, 1999).

Estudios electrofisiologicos y en cerebros lesionados experimentalmente, sugieren
la participacion de la corteza parietal en la formacion de representaciones o mapas
espaciales. Al lesionarse se afectan la adquisicion inicial de la informacién espacial y el

desempefio respecto a ésta -navegacion espacial- (Save y Poucet, 2000; Alexinsky,
2001).
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2.3.2. Hipocampo.

La formagcion hipocampal pertenece al sistema limbico, en la rata se localiza en la
parte media del lI6bulo temporal; esta formado por: la corteza entorrinal, el giro dentado,

el asta de Amon y el complejo subicular (Andersen, 1995; Storm-Mathisen, 1997).

Las principales aferencias corticales del hipocampo provienen de la corteza
entorrinal ipsilateral y de fibras contralaterales; a través del fornix llegan axones desde el
nucleo septal medial, la banda diagonal de Broca vy el tallo cerebral (Witter, 1993). El
hipocampo proyecta numerosas fibras hacia areas corticales {entorrinal, perirrinal,
retroesplénica y cingulada) y areas subcorticales (septum, regidn preoptica, talamo,
hipotadlamo, nuclec accumbens, cuerpo mamilar y amigdala) (Jarrard, 1993; Storm,
1997).

La corteza entorrinal contiene fibras corticales aferentes, como los tractos temporo-
amoénicos que conectan la corteza parietal con el hipocampo, y circuitos corticales
mixtos, como las conexiones hipocampales con las cortezas prelimbica e infralimbica
en la corteza prefrontal medial (Delatour y Gisquet, 2000).

En esta region cerebral estan presentes diversos neurotransmisores; GABA,
glutamato, acetilcolina, noradrenalina y serotonina, también existen neuropéptidos

como el VIP o la somatostatina, entre otros (Keda y Bloom, 1977; Kosaka y col.,
1988).

El hipocampo esta implicado en funciones cognitivas como aprendizaje y memoria,
en especial se le relaciona con el procesamiento de informacion espacial (Kandel y
Hawkins,1992; McEwen, 1999). Numerosos estudios han reportado deterioro severo y
selectivo en aprendizaje espacial y memoria en animales con dafio hipocampal (Morris y
col., 1982; Jett y col., 1996; Scheff y col, 1997; Zou y col., 1999).
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2.4. Aprendizaje espacial - memoria.

Los mecanismos neurales que generan los procesos de aprendizaje espacial y
memoria son poco conocidos. Resultados de investigaciones involucran a varias
estructuras encefélicas en estos procesos, incluyendo: hipocampo, estriado, ganglios
basales, cerebelo y areas neocorticales como las prefrontal y parietal, entre ctras (Walter
y col., 2003; Levin y Hanten, 2005). Para el establecimiento del aprendizaje espacial-
memoria se reguieren la integridad de la formacidon hipocampal, la activacién de los
sistemas glutamatérgico y colinérgico y la inhibicion de los sistemas GABAérgices y
opiodérgicos (McNamara y Skelton, 1993). El aprendizaje espacial es la capacidad para
aprender y expresar conocimiento de relaciones espaciales entre pistas o un punto de
referencia en el medio ambiente.

Estudios en animales proponen que el hipocampo esta dedicado a la creacion y
uso de mapas espaciales o cognitivos, mediante estudios neuropsicolégicos y
neurofisiologicos se ha demostrado que; el dafo al hipocampo o0 sus conexiones resulta
en deterioro del aprendizaje espacial; y la existencia en el hipocampo de neuronas
piramidales o granulares que disparan impulsos nerviosos cuando el animal esta en una
ubicacion en particular -células de lugar-, como sefialando la ocupacién de una
coordenada en el mapa espacial (Eichenbaum, 1999a).

Durante el aprendizaje se incrementa la eficiencia sinaptica por la asociacion de la
actividad coincidente PRE vy post sinaptica entre dos neuronas, generando cambios que
fortalecen la sinapsis, como sucede en la potenciacion a largo plazo -LTP- {long-term
potentiation) hipocampal, una forma de plasticidad sinaptica de larga duracién propuesta
como modelo de formacién de aprendizaje y memoria por sus propiedades tipicas de
memoria, rapida induccion, resistencia a la interrupcion y larga duracion, esta
potenciacion es inducida por la correlacion entreé la activacion presinaptica y la
despolarizacion post-sinaptica; la LTP es mediada por el glutamato, principal

neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso (Trudeau y col. 2004).
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La relacion LTP-aprendizaje y memoria, se apoya en la alta correspondencia entre
su induccién y los patrones endégenos de actividad neural que acompafian al
aprendizaje; la LTP es inducida optimamente por estimulacion colinérgica aferente
disefiada en frecuencia theta (4-12 Hz), que facilita la depresion de receptores GABA-B
de interneuronas inhibitorias, generando la suficiente despolarizacién y activacion de los
receptores NMDA -lo que proporciona fuerte soporte para la participacion de la LTP en
aprendizaje y memoria (Maren y Baudry, 1995); ctra evidencia son las manipulaciones
farmacoldgicas o genéticas que deterioran la induccidn de LTP y también deterioran la
adquisicion de la conducta dependiente del hipocampo (Foster, 1999).

La actividad theta hipocampal que ocurre durante €l aprendizaje, es generada por
interaccion de la acetilcolina (ACh) sobre receptores muscarinicos; en aprendizaje
espacial las células piramidales en CA-1 exhiben cambios especificos en la expresién de
receptores muscarinicos para ACh; el theta colinérgico favorece la habituacion vy
filtracion de estimulos insignificantes, simultdneamente las sinapsis hipocampales
presentan alto grado de plasticidad y pueden ser modificadas (Brown, Rush y McEwen
1999; Van der Zee y Luiten 1999).

En la rata, las células hipocampales activadas durante el aprendizaje de una tarea
exploratoria, presentan {0s mismos patrones de actividad eléctrica al ejecutar la tarea y
durante el suefio de ondas lentas, lo cual sugiere que durante el suefio ocurren en el
hipocampo acciones que podrian relacionarse con el procesamiento de la informacion
sensorial -registrada por el cerebro durante la vigilia- y el almacenamiento de la memoria
(Rotemberg, 1992; Aranskowsky, 1997).

2.5. Efectos de lesion cerebral penetrante.

La lesion cerebral penetrante provoca una serie de efectos agudos en el tejido
lesionado; los efectos inmediatos sobre el tejido nervioso son causados por la
penetracion del cuerpo extrafio, que a través de su trayecto provoca; en las neuronas,
ruptura de fibras nerviosas con dafio axonal y deaferentacion, seguides por muerte

neuronal, que desconecta, al menos parcialmente, la zona dafada del resto de la
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conectividad nerviosa y, consecuentemente provoca deterioro funcional en la
vasculatura (Bramlett y col., 1997).

La disrupcion de los capilares sanguineos provoca reduccion del flujo sanguineo y
del aporte de oxigeno, glucosa y ofros elementos, se forman zonas isquémicas,
seguidas de muerte neuronal; la barrera hematoencefalica lesionada permite la entrada

de proteinas antigénicas y células extracerebrales, con alteraciones microvasculares y
edema inflamatorio (Stichel y Mller, 1998).

Las neuronas afectadas se despolarizan, y liberan al espacio extracelular
sustancias que pueden generar efectos toxicos, como aminoacidos excitatorios, Ca**,
radicales de oxigeno o hierro, que generan cambios profundos en la composicion del
liquido extracelular y rompen la homeostasis (Bramlett y col., 1997). El incremento
extracelular de glutamato activa los receptores NMDA y se genera aumento en el flujo
intracelular de Ca, cuya acumulacion activa eventos degenerativos relacionados con
sintesis de enzimas proteoliticas, que finalmente llevan a disfuncion y muerte neuronal
(Carbonell y Grady,1999).

Una proporcion importante de neuronas muere por apoptosis, mecanismo
determinado genéticamente de muerte celular programada, posiblemente inducida por
la desconexion sinaptica y acumulacion extracelular de neurotransmisores excitatorios y

Ca? que deterioran la membrana plasmatica y conducen a apoptosis (Hu y col., 2001).

Las neuronas apoptéticas estan entremezcladas con neuronas necrdticas; en la
zona de penumbra la apoptosis se activa durante la primera semana después de la
lesion y la pérdida neuronal interrumpe la conectividad sinaptica en la zona dafiada
(Stoll, Jander y Schoeter, 2002). En el tejido lesionado algunas citocinas, como IGF-1,
BDNF, sintetizadas y secretadas por microglia y astrocitos, ejercen efectos protectores

en el tejido, sin embargo; algunas como el TNFa pueden inducir apoptosis (Katacka y
col., 2000).
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Lesiones en la fimbria-fornix interrumpen muchas conexiones que pasan por el
hipocampo, la transmision hipocampal-subicular hacia el nucleo accumbens y las
proyecciones colinergicas desde el nlcleo del raffe hacia el hipocampo dorsal. A nivel
conductual, en estas ratas lesionadas se manifiesta deterioro en la capacidad de
adquisicion del recuerdo de la posicion de una plataforma sumergida en el agua, segin
el paradigma descrito por Morris, (D"Hooge, De Deyn 2001).

Se considera que el hipocampo tiene un papel central en el procesamiento de
informacion espacial, sin embargo, hay ofras estructuras que también participan, en
particular se ha sugerido que la corteza parietal asociativa contribuye significativamente
a la formacion de representaciones espaciales (Save y Poucet, 1999). Por otro lado, se

ha reportado que las lesiones hipocampales provocan hipermotricidad de los animales
afectados {(Fanselow, 2000).

2.5.1. Respuesta inmune celular al dafo del tejido nervioso.

Las lesiones traumaticas cerebrales provocan respuestas fisiopatolégicas en las
neuronas afectadas y células gliales y endoteliales adyacentes; tambien participan
monocitos, linfocitos y mediadores inflamatorios extracerebrales que penetran al
parénquima cerebral a través de la disrupcion vascular provocada por la lesion, y
participan en la generacidn de la respuesta inmune celular (Salhia, 2000). En el proceso
inflamatorio se involucran numerosos linfocitos T localizados principalmente en el
espacio perivascular y en los bordes de la lesion, y prevalecen de tres a siete dias
(Stoll, Jander y Schoeter, 2002).

La reaccion glial encabeza |a respuesta celular; inicia en el epicentro de la lesién y
se extiende hacia la periferia, es inducida por detritus celulares 6 compuestos liberados

desde las células lesionadas y por la enfrada de antigenos extracerebrales hacia la zona
de lesiOn (Streit., 2002).

Las células de microglia, son consideradas componente principal de la respuesta

lesion neural (Hausmann y Betsz, 2002); al activarse exhiben cambios caracteristicos
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que afectan la morfologia y el nimero de células; las prolongaciones citoplasmicas se
acortan y engruesan, mientras el soma se alarga entre 5 y 20 minutos después de la
lesion (Stichel y Miller, 1998; Koshinaga y col., 2000; Drew y col., 2003).

En ratas la respuesta microglial es rapida y persiste durante 4 semanas en la zona
dafiada, la proliferacion se presenta de 3 - 4 dias después de la lesion; ademas la
microgliosis induce a la activacion astrocitaria, que se mantiene durante 3 semanas;

después de 72 horas se observé rebrote de fibras nerviosas (Jensen, 1994; Streit y col.,
1999).

A nivel molecular cambian los patrones de expresion de moléculas en la
superficie celular y de sustancias mediadoras de la respuesta inmune, citocinas vy
factores troficos producidos y liberados, como las citocinas interfeucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral a (TNF-alfa), interferon-y (IFN-y), que
activan la proliferacién y aumentan la adhesidn celular, pero que también pueden

producir radicales libres y citotoxicidad directa en los tejidos vecinos (Levi,1997; Drew y
col., 2003).

Los efectos benéficos o toxicos de las citocinas liberadas por neuronas y células
gliales tras lesion cerebral, podrian determinarse conociendo la concentracion de
citocinas inflamatorias; las citocinas pro-inflamatorias (IL-1, TNF-ll, 1L-12) inducen
neurodegeneracion, y 1as citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, NGF, IGF-1) favorecen
la supervivencia neuronal (Szelenyi, 2001). La lesidn cerebral provoca; en las células
gliales la activacion de la sintesis del NGF (Factor de Crecimiento Nervioso); y en

neuronas la activacion de receptores de factores neurotréficos (Lorigados-Pedre y col.,
2004, Lee y col., 2005).

Ante estimulos antigénicos las células de microglia se activan y establecen la
respuesta inflamatoria en el SNC al actuar por medio del interferon gamma con
linfocitos T especificos (Rabchevsky 2001}, con la expresién aumentada o de novo

expresada del CMH Il y de moléculas de adhesion (Jensen, 1994; Mor y col., 1999,
Aloisi y col., 2000).
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Mor y col. (1999}, hipotetizaron que los estrégenos modulan la funcién inmune
del cerebro y la conectividad sinaptica, al actuar directamente sobre microglia y
cambiar su expresion de citocinas, factores de crecimiento y proteinas de su
superficie celular {Jordan, 1999).

En la microglia activada aumenta la inmunorreactividad para difosfatasa
nucleosidica y secreta II-1, con io que participa en la neovascularizacion y activacion
de astrocitos {Stollg y Jander, 1999); ambas estirpes celulares desarrcllan acciones
neuroprotectoras que, ante concentraciones neurotdxicas, permiten la recaptura de
glutamato del medio extracelular, evitando el dafo oxidativo que podria resultar en
muerte neuronal (Nakajima y col., 2001).

2.5.2. Plasticidad y reparacion del tejido cerebral lesionado.

La plasticidad cerebral es un proceso continuo que resulta de cambios
estructurales y funcionales en €} tejido cerebral, provocados por estimulos bioldgicos,
fisicos 6 quimicos generados dentro del organismo o por el medio ambiente; también
puede inducirse experimentalmente (Bovolenta y col., 1992; Luquin y col., 1993). Los
cambios plasticos tras lesidn del SNC hacen posible la restauracion de las funciones
neurolégicas (Gomez-Fernandez, 2000). Los esteroides hormonales y NE participan en
los procesos plasticos de reparacion cerebral regulando la reactividad y proliferacion

de astrocitos (Garcia-Estrada y col. 1999} y posiblemente microglia.

Tras lesién cerebral traumatica se genera de forma inmediata la activacion
microglial, el reclutamiento de macrofagos y la limpieza de detritus celulares (Stollg y
Jander, 1999). La remodelacion sinaptica, dendritica, axonal y glial son resultado
potencial de lesidn cerebral, para que ocurran estos cambios se requiere de diversas
proteinas, cuya sintesis es generada por la actuacion de receptores intracelulares. Parte
del proceso de restauracion es la neoangiogénesis y la regeneracion de la lamina basal
que acompania a la astrogliosis reactiva, la cual inicia a los dos dias después de lesion
cerebral en roedores (Salhia y col., 2000).
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Por otro fado, los cambios morfologicos resultantes después de lesion cerebral
parecen ser muy similares a aquellos vistos después del aprendizaje, lo que sugiere que
los mecanismos basicos del cambio sindptico cerebral pueden ser utilizados en ambas
funciones (lvanco y Greenough, 2000). El concepto de plasticidad sinaptica se refiere a
modificaciones en la conectividad sinaptica orientada a mejorar la eficiencia sinéptica y
la respuesta neuronal. En casi todos los casos de plasticidad sinaptica se involucra un
aumento en el calcio intracelular (Foster, 1999).

La plasticidad del hipocampo es altamente influenciada por esteroides y se refleja
principalmente por cambics en la densidad de las espinas dendriticas (McEwen, 1999).
Los esteroides modulan la gliosis reactiva después de lesion cerebral traumatica, esto
sugiere la participacion de células gliales en la respuesta restaurativa cerebral (Garcia-
Esfrada y col.,1999; Garcia-Segura y col. 1999).

A diferencia de las neuronas, fa activacion glial es una respuesta graduada,
estereotipica, observada después de trauma directo y lesion axonal, en isquemia,
enfermedades neurodegenerativas, infecciosas o autcinmunes; esta similitud de la
respuesta glial ante diversos agentes etiologicos sugiere que esos cambios celulares
reflejan un programa, conservado a través de la evolucion, de gran importancia para
la proteccion y reparacion del sistema nervioso lesionado (Raivich, 1999).

La respuesta glial es fundamental en los mecanismos de reparacion del tejido
nervioso lesionado; en los primeros estadios, las células gliales delimitan la extension
del dafio y permiten formar una envoltura hemostatica que excluye la entrada de células
y citotoxinas al parénquima cerebral, restablecen la barrera hemato-encefalica y algunos
circuitos neurales dafiados (Hozumi y col., 1990), contribuyen a estabilizar ta zona
afectada mediante acciones tréficas y protéectoras que favorecen la regeneracion de
fibras neurales y vasos sanguineos, y la supervivencia neuronal (Hortega y Penfield,
1927; Reir, 1986; Cortez y col., 1989; Mucke y col. 1991; Logan y col., 1992).

Los productos liberados durante la gliosis reactiva son cruciales para generar

las respuestas celulares que permitan restablecer la integridad del tejido y la
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subsiguiente reparacion, tales como iniciar, guiar y coordinar la infiltracion de células
inmunes en el tejido cerebral o inducir la sintesis y secrecién de proteinas de matriz
celular que favorecen la restauracion tisular (Gehrmann y col., 1995; Hanish, 2002).

L.a microglia y los astrocitos participan en la reparacion del tejido dafiado
produciendo factores neurotréficos (Kitamura y col., 2005) como el TGF-B1 (Factor
de crecimiento transformante 1), con efectos de gran importancia que promueven la
neoangiogénesis y activan; {a migracion y proliferacion celular, 1a produccion de
moléculas de matriz extracelular, la quimiotaxis y la formacién de la cicatriz glial
{Rabchevsky, 2001; Zhang y col. 2003). Los astrocitos expresan el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) un potente y especifico factor de crecimiento
angiogénico {Salhia y col., 2000).

Las proteinas de matriz extracelular proporcionan un andamiaje para la
reorganizacion del parénquima cerebral, regulan el micro ambiente cerebral y mantienen
la barrera hematoencefalica. En el tejido nervioso lesionado se expresan niveles
aumentados de proteasas para remodelar la matriz extracelular, y disponer de los

sustratos necesarios para el proceso de reorganizacion del tejido (Kataoka y cal., 2000).
2.5.3. Formacion vy efectos de la cicatriz glial.

El dafo al SNC desencadena una serie de eventos celulares y moleculares
durante varios dias, la reaccion glial conduce a la formacion de una cicatriz; que es
una estructura envolvente, con diferentes células arribando y participando en tiempos
diferentes. En trauma cerebral las primeras células en llegar al sitio de lesion son
microglia y macrofagos periféricos, de 3-5 dias post-lesion arriban precursores de

oligodendrocitos, astrocitos y células meningeas (Tatsumi y col., 2005).

La cicatriz puede generar efectos fisico-quimicos adversos que frecuentemente
inhiben el rebrote de neuritas, el medio ambiente glial es la causa principal de falla en
la regeneracién axonal, la reconexion sinaptica y la remielinizacion (Nieto-Sampedro,

1999). La cicatriz (Fig. 2) puede convertirse en una barrera fisica que impida el
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crecimiento, el paso o la reconexién de fibras nerviosas (Wilhelsson y col., 2004) o,
por otro lado; debido a los efectos inhibitorios sobre la regeneracion neuronal que
tienen algunas moléculas, como tenascina, brevican, neurocan, oOxido nitrico o

radicales libres producidas por las células que forman parte de la cicatriz (Fawcett y
Asher, 1999).

" La regeneracion axonal d@erﬁe dela caEaci&acT de!_axc’;n, y_de la permisividad
del medio ambiente que resulta principalmente de la presencia de numerosas células

gliales en el sitio de lesion y del balance entre las moléculas que promueven el

crecimiento y aquellas que lo inhiben, producidas y liberadas por estas células
(Fawcett y Asher, 1999).

Fig. 2. La imagen muestra la cicatriz a nivel de la corteza cerebral (flechas) y el cuerpo
calloso ( *). La cicatriz glial es parte del proceso de reparacion del tejido lesionado.

Una estrategia para promover la regeneracion axonal podria ser la remocién de
celulas participantes en la cicatriz, ademas de evitar la sintesis o degradar las
moléculas inhibitorias. Por esta razén, resulta importante evitar que la cicatriz alcance
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una gran extension, que pudiera deteriorar la recuperacion funcional de la zona
afectada.

2.6. Pruebas conductuales.

Paradigma de Morris.

El laberinto acuatico de Morris (MWM) es una prueba usada para estudiar
procesos cognitivos, investigar los mecanismos implicados durante la recuperacion
funcional tras lesion cerebral, y conocer los posibles efectos benéficos de terapias
neurocognitivas (Skelton, 1998; D' Hooge y De Deyn, 2001); permite evaluar la
integridad de los circuitos corticales e hipocampales, relacionados con aprendizaje
espacial, no espacial y memoria (Morris, 1981,1984).

Para que se produzca aprendizaje en este paradigma es necesaria la asociacion
de procesos cognitivos que almacenen y recuperen informacion espacial y permitan
planificar las estrategias de navegacion (Stewart y Morris., 1993). Las alteraciones en
la capacidad de aprendizaje espacial indican trastornos funcionales del hipocampo y su
circuiteria (Olton y col., 1978; Jarrard, 1993).

La lesion se provocd para analizar los efectos de PREG y DHEA sobre la
proliferacién microglial, y determinar las alteraciones cognoscitivas por efecto de la
lesion y del tratamiento posterior con los esteroides mencionados.

Actividad locomotriz en campo abierto.

El fundamento de esta prueba esta basado en que, al introducir a la rata a un
ambiente nuevo se propician dos conductas instintivas: la curiosidad, que induce a
explorar su entorno y el temor a desplazarse en un ambiente que resulta desconocido.
Del balance en el estado psiconeural de |a rata, resultara su eleccion por alguna de las
dos opciones. Por otro lado, se ha reportado que en ratas las lesiones del hipocampo,
provocan hiperactividad que promueve la actividad exploratoria (Fanselow, 1999). La
prueba se aplicod con el fin de verificar si la lesion no afecto la capacidad de locomocion
en las ratas de experimentacion.
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Por otro lado, la activacion y proliferacion microglial excesivas favorecen,
directamente el aumento en el tamafio la cicatriz, e indirectamente por que regula la
proliferacion astroglial; los astrocitos son las células mas abundantes en la cicatriz, la
cual puede deteriorar la recuperaciéon funcional de la zona lesionada (Wilhelsson y
col., 2004), por lo que la inhibicién microglial podria generar un medio ambiente mas
propicio para la regeneracién estructural y funcional del tejido lesionado.

Debido a que los esteroides poseen efectos inhibitorios sobre proliferacion y
transformacién de astrocitos, en este estudio nos propusimos determinar si los
esteroides también inhiben la proliferacién en células de microglia, y si la inhibicion
genera efectos que favorezcan el aprendizaje y memoria en los animales lesionados,

al disminuir el tamafio de la cicatriz y la concentracion de sustancias toxicas en el sitio
de lesion.
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lll. Planteamiento del problema.

En el tejido cerebral lesionado las células de microglia inician la respuesta inmune
celular, presentan cambios morfolégicos seguidos de proliferacién y migracién que son
benéficos en los primeros estadios post-tesion, sin embargo; su activacion y proliferacién
excesivas pueden deteriorar el proceso de reparacion del tejido nervioso lesionado. El
modelo de lesion bilateral de la corteza cerebral parietal y el hipocampo dorsal se
selecciond debido a la alta sensibilidad de estas regiones a los efectos de esteroides y
por su importante participacion en el aprendizaje espacial y memoria. La hipétesis
propuesta esta basada en los efectos inhibitorios de los neurcesterocides sobre la
astrogliosis (Garcia-Estrada y col. 1999; Garcia-Segura y col. 1999%). Por lo tanto, una
vez realizada la lesién cerebral penetrante y administrar los esteroides PREG 6 DHEA,
se modulara a la baja la proliferacién microgiial, reduciendo el tamaiio de la cicatriz y la
concentracion de sustancias inhibitorias de la regeneracion neuronal, propiciando un
medio ambiente mas favorable para la reparacién del tejido lesionado y la reconexion
sinaptica, cuyas manifestaciones funcionales seran estudiadas aplicando pruebas
cognoscitivas de aprendizaje espacial y memoria. Ademas se valorara la actividad
locomotriz para asegurarnos que la lesién no causo trastornos motores que pudieran
alterar el rendimiento durante las pruebas de aprendizaje espacial y memoria.



Lesion cerebral penetrarnte, aprendizaje espacial, neurcesteroides y microgiia 29
IV. Hipdtesis.
Los esteroides PREG y DHEA inhiben la proliferacion de células de microglia tras

lesion penetrante de la corteza cerebral y el hipocampo dorsal de ratas machos adultos,

y reducen la severidad de los déficit cognoscitivos resultantes.

V. Objetivos generales.

1 Determinar los efectos de PREG o DHEA sobre reactividad y proliferacion
microglial, tras lesién penetrante de la corteza cerebral y el hipocampo dorsal de ratas
machos adultas castradas.

2 Estudiar los efectos de la lesion y la influencia de los esteroides sobre aprendizaje
espacial, memoria y actividad locomotriz.
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VI. Materiales y métodos.
6.1. Animales de experimentacién.

Se utilizaron 21 ratas Swiss-Wistar machos, adultos jévenes de 300 g de peso,
procedentes del bioterio del Centro de Investigaéién Biomédica de Occidente (CIBO-
IMSS) que fueron alojadas en jaulas transparentes de policarbonato de 40 ¢cm de largo,
25 cm de ancho y 15 ¢cm de altura. Durante todo el experimento los animales se
mantuvieron a 20 + 2° C de temperatura, humedad relativa del ambiente entre 50 y 55
%, ciclos de luz-oscuridad de 12:00 horas y alimentados con dieta balanceada para
roedores (Ralston-Rations USA) y agua potable “ad libitum”.

Los animales fueron castrados y lesionados bilateralmente en corteza cerebral e
hipocampo, y separados en tres grupos (n = 7) para recibir el tratamiento por inyeccion
subcutanea:

1. Control-vehiculo, 0.5 ml de vehiculo durante 5 dias post-lesion.

Tratamiento con esteroides.

2. PREG, 2 mg/ 0.5 ml de vehiculo durante 5 dias post-lesion, para un total de 10 mg.
3. DHEA, 2 mg/ 0.5 mi de vehiculo durante 5 dias post-lesion, para un total de 10 mg.
4. Control Intacto. Para comparar y valorar los resultados experimentales se utilizaron
como referencia los resultados obtenidos en las mismas pruebas por ratas intactas en

experimentos anteriores realizados en nuestro laboratorio.

El vehiculo utilizado fue una mezcla compuesta de 40% de aceite de sésamo, 40%
de glicerol y 10% de agar.
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6.2. Procedimiento general.

1- Castracion. Ratas de 4 semanas de edad, con peso de 100 gr.

2- Lesién cerebral. Dia (D) 1. Ratas de 2.5 meses, con peso de 250-300 gr.

3- Administracién de:
a) Esteroides-vehiculo, 2 mg-0.5 mi/rata, D 1- 5
b) BrdU, 12.5 mg/rata, D 1- 4,

4- Pruebas conductuales:
a) MWM. Aprendizaje espaciai, D 10- 16.
b) Campo abierto. Actividad locomotriz, D 18- 20.
c) MWM. Aprendizaje reverso, D 22- 24,

5- Técnicas inmunocitoquimicas:
1- Desenmascaramiento electroguimico.

2- Doble inmunohistoquimica para deteccion de de microglia y BrdU.

3- Montaje en portaobjetos de cortes histologicos de 50 p del tejido lesionado.

6- Analisis cuantitativo de células de microglia.

Microscopio de luz a 40X (0.78 mm2/campo visual).

7- Analisis estadistico:
a) Prueba de ANOVA
b) Prueba de Tukey

p<0.05.

31
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6.3. Procedimientos quirdrgicos.

Castracion.

Los animales fueron anestesiados por via ip con pentobarbital sodico (50 mo/kg),
para luego ser colocados en deciibito dorsal; en la piel del escroto, a nivel de los
conductos deferentes, se hizo una incision lineal de 1 cm, para expuisar el testiculo de
su bolsa escrotal, se liber6 el epididimo y se localizé el paguete vascular. Mediante
hemostasia por trombosis se separd cada testiculo y se cerrd la herida con 2 puntos

separados en la superficie escrotal utilizando seda trenzada de 3 ceros.

Lesion estereotaxica.
La corteza cerebral parietal y el hipocampo dorsal de ambos hemisferios fueron

lesionados con una canula solida de acero inoxidable con punta conica y diametro
maximo de 1 mm.

Los animales fueron anestesiados por via ip con pentobarbital sddico (50 mg/Kg de
peso), se inmovilizaron en un aparato estereotaxico (David-Koppf), con la barra de
incisivos en posicién dorso-ventral de -3.3 mm. La lesidén del hipocampo izquierdo
correspondié a las coordenadas (expresadas en mm), para el orificio anterior, 1.3
mediolateral, 7.0 anterior a lambda y -4.5 dorsoventral (profundidad) y para el orificio
posterior 2.8 mediolateral, 4.0 anterior a lambda y -4.5 dorsoventral (lesidn diagonal).
Las mismas coordenadas se utilizaron para producir la lesion en el hipocampo derecho,

pero los valores mediolaterales son negativos (Paxinos y Watson, 1982).

Una vez completada ila trepanacion craneal se introdujo la canula metalica en el
tejido cerebral y se realizo el trayecto diagonal en direccion anterior hasta alcanzar el
primer orificio (anterior), posteriormente se cubrid solo con piel toda la extension
lesionada, mediante suturas de puntos separados con aguja traumatica recta y seda
trenzada fina de 3/0.

Al completar la lesion y durante los siguientes 4 dias, las ratas recibieron por via

ip 12.5 mg de BrdU/dia hasta completar 50 mg/rata. La BrdU es un marcador de
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proliferacién celular, analogo de la timidina, que se incorpora a la cadena de ADN
sintetizada durante la fase "S" del ciclo celular, se visualiza usando anticuerpos dirigidos

contra ella (tincion nuclear). La region afectada se observa en la Fig. 3.

(S =

Fig. 3. Corte coronal del cerebro lesionado: la corteza cerebral (region superior-
flecha vertical); el cuerpo calloso (zona intermedia-asterisco) y el hipocampo dorsal (regién
inferior- flecha horizontal). La profundidad de la lesidn fue de 4.5 mm.

6.4. Paradigmas aplicados.

Laberinto acuatico de Morris (MWM).

Este paradigma fue utilizado para determinar las alteraciones cognoscitivas
provocadas por la lesion y el tratamiento con los esteroides, con las siguientes
caracteristicas:

Es una piscina circular de fibra de vidrio de 180 cm de diametro, de color interior
negro con 40 cm de profundidad, durante los experimentos se llené a una altura de 25
cm, con agua a una temperatura que se mantuvo en 25 °C; después de cada sesion

experimental se cambid el agua y se hizo limpieza de la piscina. Esta fue dividida en
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cuatro cuadrantes imaginarios (I-IV} siguiendo las manecillas del reloj, y en el borde de
la piscina correspondiente al centro de cada cuadrante se colocd una marca con cinta de
color blanco (crientadores internos) para sefializar los sitios de partida de los animales.
Adicionalmente, cada cuadrante fue dividido mediante una matriz de puntos imaginarios
en nueve cuadros con longitud equivalente a 30 cm/lado que fueron dibujados sobre un
acetato colocado sobre la pantalla de un televisor conectado a una camara de video
instalada a 180 cm de 1a superficie del agua, ajustada para que la imagen de la piscina
ocupe toda la pantalla. Se filmo todo el tiempo que las ratas permanecieron en la
piscina.

En el interior de la piscina, en el centro de uno de los cuadrantes se colocd una
plataforma de material plastico solido, con forma cilindrica, de 24 cm de altura y 10 cm
de diametro pintada de color negro para que el animal no pudiera distinguirla, ya que
permanecié sumergida 1 cm por debajo de la superficie del agua (plataforma de escape)
y en la misma posicién durante todo el estudio. Un dia antes de iniciar los experimentos
se realizd una sesién de habituacién al agua con duracién de 90 s, con ausencia de la
plataforma de escape.

En la fase experimental cada sesién consistié de 4 ensayos diarios con un tiempo
inter-ensayo de 10-12 minutos, durante 7 dias hasta completar 28 ensayos/rata, cada
uno se inicié cuando el animal fue depositado en el agua y se consideré terminado
cuando éste subié a la plataforma de escape; e! limite para cada ensayo fue de 90
segundos, cuando la rata no localizd la plataforma de escape, se le colocd sobre la
plataforma, esto solo durante el primer dia de la prueba y unicamente en los dos
primeros ensayos.

Al inicio de cada ensayo se liberd la rata con la cabeza dirigida contra la pared de
la piscina siguiendo un orden sucesivo de los sitios de inicio segin las manecillas del
reloj, para que al final de cada dia haya sido liberada del centro de cada uno de los
cuadrantes. En el campo visual de la rata se colocaron cuatro orientadores espaciales
con formas geométricas claramente diferentes que permanecieron invariables a través
del estudio. La luz fue blanca homogéneamente difusa y atenuada.

Los pardmetros utilizados para la interpretacion de los resuitados fueron los
siguientes:

1) Latencia de escape. Tiempo que transcurre desde que se deposita la rata en el agua
hasta que iocaliza la plataforma de escape.
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2) Longitud de la trayectoria. Distancia recorrida durante la permanencia en el agua
{cm/s).

3) Velocidad. Es funcion de distancia/tiempo.

4) Porcentaje de permanencia en ¢l cuadrante con la plataforma. Indicativa del progreso
del animal para mejorar su orientacion respecto al cuadrante donde se localiza la
plataforma, debe resultar una curva inversa a la del tiempo de latencia.

Aplicada de la misma forma que la primera, la segunda fase de la prueba en el
MWM se realizd por tres dias (D 22-24), y sblo se cambié de lugar, al cuadrante
contrario, 1a plataforma de escape, con el propésito de estudiar la capacidad de las ratas
para aprender una nueva localizacién (aprendizaje en reverso).

Actividad locomotriz en campo abierto.

Durante los D 18-20, se evalud la capacidad locomotriz. Se utilizd una plataforma
de 60 x 60 cm, rodeada por paredes de acrilico transparente de 15 cm de altura. En la
pantalla del monitor se dividié el area total en cuadros de 10 cm/lado, para andlisis de la
videofilmacion. La prueba se realizo con un ensayo/dia/rata de 5 minutos de duracion,
las ratas fueron iniciaimente colocadas en el centro de la plataforma y mediante
videofilmacion se evalud la actividad locomotriz. La distancia recorrida fue registrada,
con base en la cuantificacién del nimero de cuadros (imaginariamente dibujados en la
arena) gue cruzd la rata durante el ensayo.

6.5. Técnicas inmunocitoquimicas.

Al concluir las pruebas conductuales (26 dias después de ia iesion), se sacrificaron
las ratas mediante perfusion intracardiaca con el fin de fijar sus cerebros, para ello se
aplico una inyeccion ip de pentobarbital sodico (50 mg/kg), en los animales anestesiados
se realiz6 toracotomia para exponer el corazén, pinzando la arteria aorta descendente a
nivel toracico, se introdujo la canula roma del nimero 14 en el ventriculo izquierdo hasta
alcanzar la arteria aorfa cardiaca, se secciond la auricula derecha para permitir el
drenaje de sangre y soluciones, durante 3 minutos se hicieron pasar 150 ml de solucion
lavadora (0.9% NaCl, con 10,000 Ul de heparina y 0.1% de procaina), seguida de 250

mi de solucién fijadora al 4% de paraformaldehido amortiguado en fosfato 0.1 M a pH
7.3.
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Finalizada la perfusion, mediante cranectomia fue extraido el cerebro que se fijo
adicionalmente por inmersion durante 8 h a temperatura ambiente en la misma solucion
fijadora, posteriormente, con tampon fosfato de sodio 0.1 M pH 7.3 se hicieron 2
cambios de 12 h c/u, durante los cuales se mantuvieron en agitacion suave. Los
cerebros fijados fueron sumergidos en una solucién crioprotectora compuesta por 8% de
sacarosa y 1% de goma arabiga disueltas en PBS 0.1 M, hasta su hundimiento total (48
h), del cerebro crioprotegido se hicieron cortes coronales de 50 pm de espesor de toda
la zona de lesion que fueron recogidos consecutivamente para los diferentes estudios a
realizar. Todos los cerebros estudiados presentaron herida bilateral de caracteristicas
similares. La incision cruzé la corteza cerebral parietal, CA1 y el giro dentado. Las
secciones analizadas fueron cortadas de - 3.3 a - 3.8 mm de bregma.

Desenmascaramiento electroguimico. Se realizd con el fin de incrementar la
sensibilidad de epitopes.

Se utilizé una camara de plastico con capacidad de 1.5 dm, en su interior fueron
sumergidos los cortes contenidos en frascos de vidrio, flotando en tampdn PBS 0.1 M,
esta misma solucion estuvo presente en la camara. Mediante electrodos de carbon
mineral se hizo pasar corriente eléctrica alterna (110-115 voltios) hasta alcanzar 6
amperios y 60 °C de temperatura, fueron repetidos 2 ciclos sucesivos de 15 min vy los
cortes fueron lavados en PBS.0.1 M a temperatura ambiente (dos cambios de 15 min).
Se inactivaron peroxidasas enddgenas mediante incubacion de los cortes en 10% de

metanol disuelto en PBS con 0.3% de H2O, durante 20 min, a temperatura ambiente.
Doble inmunohistoquimica para deteccion de microglia y BrdU.

Todos los anticuerpos (ac) fueron disueltos en una solucién tampoén de fosfato
salino (PBS) esta misma solucion se utilizé para los lavados del tejido que se haran
después de cada etapa de incubacidon. Para la identificacion de microglia se utilizé
Isolectina-B4 (griffonia simplicifolia) marcada con peroxidasa, en dilucién de 10 mg/ml,
disuelta en PBS. Se inactivaron peroxidasas endogenas mediante incubacion de los
cortes en 10% de metanol disuelto en PBS con 0.3% de H:H, durante 20 min a

temperatura ambiente, luego los tejidos fueron lavados 2 x 5 min con PBS. Después se
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incubaron durante 10 min en una solucién tampdn catidnica (cloruro de calcio 0.1 mM,
cloruro de magnesio 0.1 mM y cloruro de manganeso 0.1 mM).

Los tejidos fueron incubados con Isolectina-B4 durante 16-20 h a 4 °C con
movimientos suaves y en la oscuridad. Al finalizar la incubacion las preparaciones
fueron lavadas en PBS (3x15 min). El revelado de la reaccién se hizo mediante
incubacion de los cortes en una solucion compuesta por 0.07% de 3’3-diaminobencidina
(DAB} vy 0.1% de H,0,, durante 10-15 min para formar un precipitado visible de color
marrén. Al finalizar esta reaccion los tejidos fueron nuevamente lavados en agua

destilada y PBS (3x10 min) para continuar con el proceso para BrduU.

Se utilizé un ac primario monoclonal anti-BrdU (NCL-BrdU Novocastra), generado
en raton, en dilucion 1:50, los tejidos fueron incubados en este durante una noche en
cuarto frio, el ac secundario consistio de IgG biotinilizadas generadas en caballo contra
lgG de ratén (Vector BA-2001), en dilucién 1:200, la incubacion se realizé a temperatura
ambiente durante 2.5 h, a continuacién los cortes fueron incubados en el complejo de
avidina-biotina (ABC) como lo indica el fabricante (Vectastain PK-4000) y la reaccion se
reveld con una solucién de sulfato amonico de niquel al 0.1%, pH 8.5 en Tris de HCI con
DAB-H,0, como cromoégeno.

Al finalizar el revelado los tejidos fueron lavados con PBS 0.1M (2x10 min) y
montados en portacbjetos para su estudio al microscopio. La penetracion de los Ac en
las células de microglia se realiza cuando el Ac reconoce y se une a los epitopes del
antigeno (Ag), es una interreaccion reversible.

6.6. Andlisis cuantitativo de células de microglia.

Como resultado del doble procedimiento inmunocitoquimico; las células de
microglia no proliferativa aparecieron con citoplasma de color marron (Isolectina-B4),
. mientras que la microglia proliferativa presenté citoplasma marrén y nucleo plrpura
(Isolectina-B4 + BrdU). La cuantificacién celular se realizé en microscopia de luz a 40X.
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Mediante analisis de imagenes se obtuvo el indice de microglia proliferante, dividiendo la
poblacién de células de microglia doblemente marcadas respecto a la poblacion total de
células de microglia x 100, presentes en la zona alrededor de la lesion, en areas de 0.78

mm? a partir de los bordes de ambas heridas en la corteza cerebral y el hipocampo.

6.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante la prueba de ANOVA,
seguida de la prueba de Tukey para comparar ios valores de medias y se establecio
una probabilidad P <0.05 como criterio para definir como significativas las diferencias de
la comparacion entre grupos.
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6.8. Disefio experimental.
Variables independientes:

1.- Tratamiento sistémico constante mediante administracion subcutanea de esteroides

disueltos en vehiculo oleoso para prolongar su liberacion.
Variables dependientes:

A) Histoguimicas:
1- Poblacién total de microglia.

2- Indice proliferativo de células de microglia.

B) Conductuales:

3- Aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris.
Parametros:
a) Latencia de escape.
b) Longitud de trayectoria.
¢) Velocidad.

d) Permanencia en el cuadrante con la plataforma.

4- Actividad locomotriz en campo abierto.

Criterios de inclusion:

1.- Ratas que hayan tolerado la manipulacion quirirgica con recuperacion satisfactoria.

Criterios de exclusion:
1.- Complicaciones postoperatorias.
2.- Animales que revelen una localizacion errénea de la zona de lesion al momento de
realizar los cortes histologicos cerebrales.
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Vil. Resuitados.

7.1. Efectos de la lesién y de PREG y DHEA sobre aprendizaje espacial y
memoria.

Al valorar el desempefio en el WMW de las ratas lesionadas y compararlo al de
ratas intactas, los efectos por la lesion bilateral de corteza cerebral y el hipocampo
dorsal fueron evidentes; el aprendizaje y la memoria resultaron deteriorados. Las ratas
lesionadas tuvieron dificultad para localizar la plataforma de escape, a pesar de

disponer de pista visuales proximales y distales, que permanecieron en la misma
posicion durante todo el tiempo del experimento.

Las ratas tratadas con PREG o DHEA alcanzaron mejores registros en los
parametros estudiados, superando al grupo C-V; sin embargo, todas las ratas
lesionadas mejoraron progresivamente su capacidad para localizar la plataforma de

escape a través del estudio para, finalmente, aprender la tarea.

En latencia de escape las ratas tratadas con esteroides localizaron la plataforma
de escape mas rapidamente; el grupo PREG registré 1os tiempos mas cortos, resultando
con diferencias significativas con el grupo C-V, y sin diferencias con el grupo C-l. No
obstante, es notorio el deterioro provocado por la lesion, al comparar estos valores con

los registrados por las ratas intactas; el grupo C-I fue el mejor, con diferencias con los
grupos C-V y DHEA (Fig. 4).
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NAVEGACION ESPACIAL
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Fig. 4. Las ratas intactas localizaron la plataforma en menos tiempo que las lesionadas;
las que recibieron esteroides superaron a las que solo recibieron el vehiculo; hubo diferencias
significativas entre los grupos CI-CV, CI-DHEA, PREG-CV (P<0.01).

Al estudiar la distancia recorrida por la rata para localizar la plataforma de
escape, el efecto desorientador por la lesion es evidente, provocando que las ratas
lesionadas recorran mayores distancias que las ratas intactas para localizar la
plataforma (Fig. 5).

Para este parametro no se manifestaron diferencias entre los tres grupos de
ratas lesionadas que invariablemente recorrieron una mayor distancia que las ratas
intactas, las cuales, s6lo al primer dia de la prueba, recorrieron mayor distancia,
bajando notablemente el tiempo empleado durante los siguientes dias de la prueba. Al
final los animales lesionados mejoraron su trayectoria de navegacion sin alcanzar los
valores del grupo de animales intactos.
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DISTANCIA RECORRIDA PARA LOCALIZAR
LA PLATAFORMA DE ESCAPE.
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Fig. 5. Las ratas lesionadas recorrieron mayor distancia para localizar la plataforma;
las ratas intactas sélo el primer dia de entrenamiento recorrieron la mayor distancia y los dias

posteriores realizaron recorridos cortos, resultando con diferencias significativas con las ratas
lesionadas. P<0.01

Los animales tratados con DHEA mostraron mayor velocidad de navegacion
que los grupos PREG 6 V, que podria estar relacionado con la naturaleza excitatoria de
DHEA. Por otro lado, se ha reportado que la lesion hipocampal promueve el incremento
en la actividad locomotriz y exploratoria (Fanselow, 1999), posiblemente por interrupcion

de eferencias glutamatérgicas hacia el nicleo accumbes (Oddie y Bland, 1998).

Los resultados en este parametro muestran diferencias significativas entre los 3
grupos lesionados y el grupo intacto, los animales lesionados nadaron a mayor
velocidad (Fig. 6); mientras que la menor velocidad correspondio al grupo de ratas
intactas, indicativo de la rapida localizacién de la plataforma; los animales lesionados

presentaron variaciones en su velocidad de navegacion a traves del estudio.
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Fig. 6. Los animales lesionados navegaron a mayor velocidad que los intactos, con

diferencias significativas entre estos dos tipos; el grupo DHEA desarrollé la mayor velocidad,
P<0.01

Otro parametro estudiado fue el tiempo de permanencia en el cuadrante con la
plataforma, su analisis nos revela la capacidad de orientacion de los animales para
buscar la plataforma en el cuadrante correcto. El aumento de permanencia en el

cuadrante correcto es indicativa de la formacién de un mapa espacial (memoria de
referencia), (Fig. 7).

Los resultados de este parametro nuevamente hacen evidente el deterioro
funcional del tejido cerebral por efectos de la lesion.
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MEMORIA DE REFERENCIA.
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Fig. 7. Las ratas lesionadas permanecieron menos tiempo en el cuadrante con la
plataforma que el grupo intacto, el cual aumentd progresivamente su permanencia en el
cuadrante correcto (30-60%); resultaron diferencias significativas entre las ratas intactas y
lesionadas. P<0.01.

En las ratas lesionadas se observo desorientacion, navegaron dentro del
cuadrante correcto entre el 20% y 30% del tiempo total, contra el 30% y casi 60% de
las ratas intactas. Estos valores indican que el deterioro en la memoria de referencia
fue un resultado directo de la lesion penetrante. Las diferencias fueron significativas
entre los animales lesionados y los intactos, sin embargo; entre los tres grupos
lesionados no hubo diferencias significativas.

La segunda etapa de aprendizaje espacial en el MWM (aprendizaje reverso),
tuvo una duracién de 3 dias (22-24 post-lesion). En esta prueba no se incluyd grupo
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control-intacto, por carecer en nuestro laboratorio de esos datos, recordando que el

experimento se realizo solo con ratas lesionadas.

En relaciéon con la primera prueba; el desempeiio de los tres grupos mejoré en
los parametros estudiados y fueron capaces de localizar la plataforma sumergida en
menos tiempo, recorrieron distancias menores y permanecieron mas tiempo en el
cuadrante con la plataforma de escape, sin presentar diferencias significativas entre
los grupos C-V, DHEA y PREG.

La latencia de escape (Fig. 8) disminuyd gradualmente, formando una curva de
aprendizaje, al tercer dia se alcanzaron valores similares a los de las ratas intactas en

el ultimo dia de la primera etapa de la prueba.
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Fig. 8. Las ratas de los tres grupos fueron capaces de aprender rapidamente la
nueva localizacion de la plataforma, formando una curva de aprendizaje (de 30 a 10
segundos) durante la prueba. No hubo diferencias significativas P>0.05.
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En todas las ratas mejor6 su capacidad de orientacion, manifestada por un
tiempo de latencia menor, -indicativo de una trayectoria mas directa hacia la nueva
ubicacion de la plataforma de escape, cuya localizacion fue reconocida rapidamente y

consecuentemente disminuy¢ la distancia recorrida (Fig. 9).

DISTANCIA RECORRIDA PARA LOCALIZAR LA PLATAFORMA.
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Fig. 9. Al segundo dia todos los grupos disminuyeron la distancia para alcanzar la
plataforma de escape, el tercer dia de la prueba la distancia se redujo todavia mas, aunque
de forma menos importante. P<0.05.

La velocidad desarrollada por las ratas de los tres grupos fue menor y variable
durante los tres dias de la prueba, sin embargo al tercer dia se alcanzaron valores
semejantes entre ellos, el grupo DHEA contrariamente a lo ocurrido en la etapa previa

en la que alcanzo la mayor velocidad, se mantuvo estable y al tercer dia desarroll6 la
mas baja velocidad (Fig. 10).
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Fig. 10. En todos los casos la velocidad fue notablemente menor que la que

mostraron los animales durante los primeros tres dias de la primera etapa de aprendizaje
espacial. P<0.01

Para el siguiente parametro, las ratas mostraron una clara tendencia progresiva a
permanecer mas tiempo en el cuadrante con la plataforma, resultando una curva inversa
a la de latencia de escape, la nueva posicion de la plataforma de escape fue recocida
rapidamente por las ratas lesionadas sin diferencias significativas entre los grupos; el
grupo DHEA permanecié mas tiempo (8-32%) en el cuadrante con la plataforma que

los grupos C-V (12-26%) y PREG (10-25%), sin haber diferencias significativas entre
ellos (Fig. 11).
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Fig. 11. El grupo DHEA aumentd progresivamente su permanencia (8-32%) en el
cuadrante con la plataforma; lo mismo ocurrié con los grupos C-V (12-26%) y PREG (10-
25%), sin haber diferencias entre los tres grupos. P>0.05.

7.2. Actividad locomotriz.

Para conocer si la lesion cerebral afecté la capacidad de movimiento vy
consecuentemente la habilidad para nadar, se aplicé la prueba de actividad locomotriz
en campo abierto los dias 18-20 post-lesion. El primer dia de la prueba todas las ratas
mostraron una actividad de locomocion similar; el grupo intacto recorri6 mayores
distancias (12 m) que las lesionadas (9-7 m); en las ratas tratadas cdn DHEA se
observé una tendencia de disminuciéon de la actividad locomotora (11-7 m); el grupo
PREG mantuvo casi invariable su actividad, igualmente el grupo C-V sélo disminuy6

mas su actividad al segundo dia para terminar igual al grupo PREG (Fig. 12).
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Fig. 12. El grupo intacto recorrio mayor distancia que las ratas lesionadas; el grupo
DHEA redujo progresivamente su actividad locomotora, mientras que el grupo PREG mantuvo
estable su actividad. Entre los grupos lesionados no hubo diferencias significativas, pero si las
hubo entre éstos y el grupo intacto. P>0.05.

Aparentemente la lesion no afecto la capacidad de movimientos ni la habilidad para
nadar.

7.3. Estudio inmunocitoquimico.

Después del proceso inmunocitoquimico al que se sometieron los cortes
histolégicos de los cerebros de las ratas lesionadas, se realizé el analisis con
microscopia de luz con el objetivo 40X, en esta amplificacién la superficie examinada
en cada campo correspondié a 0.78 mm?, y respecto a esta superficie se refirieron los

valores que resultaron de la cuantificacion de las células de microglia con una o con
dos marcas.

Considerando que la lesion fue bilateral, la cuantificacién se realiz6 en ambos
hemisferios cerebrales, y se remitié al espacio circundante a los bordes de la herida.
En cada hemisferio se hicieron registros en una extensiéon de 6.24 mm? de la zona
lesionada, de esta superficie correspondio el 50% a la corteza cerebral y 50% al
hipocampo; en cada corte se analizaron 16 campos (12.48 mm?), siendo 8 para cada
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hemisferio. El registro de células fue simultaneo, anotando separadamente las células

de microglia positivas solo a Isolectina-B4 y las positivas a Isolectina-B4 + BrdU (Fig.
13).

A

Fig. 13. Células de microglia en el tejido lesionado. A, microglia con membrana
citoplasmica marrén (una marca); B, microglia con citoplasma marron y nucleo purpura (dos '
marcas); ambas marcas fueron consideradas para la cuantificacion. I

Los resultados de la cuantificacion de células de microglia muestran el efecto
inhibidor de los esteroides sobre la microglia proliferativa, siendo el mas potente el de
DHEA, resultando: DHEA 12.37 células/0.78 mm? PREG 61.91; y C-V 111.4 (Fig. 14).




Lesidr cerebral penetrante, aprendizaje espacial, neuroesteroides y microglia 51

PROLIFERACION

DE MICROGLIA
TRAS LESION CEREB

RAL
e 120 -
E
3 o
o 100
P
b=
© 80 4
Q
_é . .
a 60 - : =
] '
2
g 407
E
D
© 20 _ .
[£2)] B -
3 E
g 0 — T - : T 1
0 1 2 3 4
1- C-V 2-PREG 3-DHEA

Fig. 14. La grafica muestra el efecto inhibidor de los esteroides sobre la proliferacion
microglial, la DHEA provocé los efectos mas potentes; la PREG con efectos menos potentes.
Cantidad de células/0.78 mm? DHEA 12.37; PREG 61.91;y C-V 111.4.

igualmente, en la poblacion microglial total en corteza e hipocampo, se observa
el efecto de modulacién negativa por PREG y DHEA sobre la microglia, resultando:
DHEA 13.53 células/0.78 mm? PREG 33.89; y C-V 59.1. (Fig. 15).

Esta estirpe celular tiende a concentrarse alrededor de los bordes de la herida, a
partir de la cual se produce un efecto de dispersién en relacién con su eje, razdon por
la cual el estudio estuvo centrado en esta zona.
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Fig. 15. La gréfica muestra la poblacién promedio de microglia, con una y dos marcas,
en una superficie de 0.78 mm? a lo largo de los bordes de la herida. El grupo C-V mostrd
mayor densidad microglial (59.1) que los tratados con esteroides; PREG (33.89), y DHEA,
con los efectos inhibitorios mas potentes (13.53).

Contrariamente a su efecto inhibidor sobre la proliferacion, la DHEA
aumento la reactividad de células de microglia (Fig. 16).
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Fig. 16. La grafica muestra que en los cortes cerebrales del grupo DHEA, la
reactividad microglial fue mayor, contrariamente a su efecto inhibidor sobre la proliferacion

El indice proliferativo se obtuvo considerando las células de microglia presentes
alrededor de los bordes de |a herida, se dividio el numero de células de microglia con
dos marcas entre el total de microglia con una marca, que se encontraron en la
corteza cerebral y el hipocampo.

El indice proliferativo registrado en las ratas de los grupos V y PREG, nos
indica que, de cada 10 células de microglia activadas tras lesion, 9 fueron mitéticas y
por su concentracion en la zona de dafo, aumentaron la poblacién microglial presente
alrededor de la herida. La potente accidén inhibitoria de DHEA (43.40%) sobre la
profiferacion microglial, tomando como referencia el grupo C-V, no provocod una
mejoria significativa sobre la capacidad de aprendizaje espacial.
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VIil. Discusion.

8.1. Esteroides,

Por su efecto en los sistemas neurotransmisores involucrados, que incluyen
ACh, glutamato y GABA, los esteroides PREG o DHEA favorecen el aprendizaje
espacial y la memoria (Baulieu y Robel, 1996), especialmente al administrarse
después de la fase de adquisicidn y durante la consolidacion del aprendizaje,
posterior a la realizacién de la tarea (Darnaudery y col, 2000). Nosotros
administramos esteroides para disminuir la proliferacion de microglia v,

consecuentemente, el tamano de la cicatriz.

Los resultados de las pruebas en el MWM indican que el desemperfio de las ratas
que recibieron PREG o DHEA fue mejor al de las ratas que recibieron sélo el vehiculo,
posiblemente por sus difusos efectos troficos, protectores o moduladores sobre la
integridad y actividad del tejido nervioso.

La explicacion tentativa de los efectos de PREG y DHEA sobre aprendizaje y
memoria seria: La administracion de esteroides después del entrenamiento ha resultado
mas eficaz que antes del mismo (Frye C., Sturgis J., 1995; Rupprecht, 1999, Wolf,
Kirschbaum, 1999), posiblemente por que, a diferencia de los efectos gendmicos que
requieren de minutos a horas, los efectos moduladores de esteroides sobre receptores
de membrana ocurren rapidamente, en milisegundos a segundos (Roberts, 1999), sin
embargo administrados algunas horas o minutos antes del enfrenamiento también han
inducido efectos benéficos (Mayo, 1999). Ambos esteroides tienen efecto preferencial
sobre los procesos de consolidacion y recuperacion (Darnaudéry, 2000). La via icv {intra
cerebro ventricular) es la mas utilizada por directa y selectiva, y principalmente se han
utilizado animales intactos (Robel, 1995; Baulieu y Robel, 1996).

En este experimento, la Gltima dosis (2 mg) de esterocides se administré a las ratas
por via s¢ 96 h antes de iniciar el entrenamiento, considerando la corta vida de
esteroides en circulacién, que es de minutos a pocas horas (Wolf y Kirschbaum, 1999),

suponemos que los esteroides no tuvieron efectos directos sobre aprendizaje y
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memoria, sino que su presencia en el cerebro favorecié los procesos restaurativos del
tejido lesionado por sus efectos neuroprotectores y neurotréficos que pueden ser Utiles
para atenuar el dafio por lesion cerebral traumatica (Robel, Shumacher y Baulieu 1999;
Zwain y Yen, 1999, Veiga y col., 2003).

8.2. Lesion.

Las técnicas de lesion fueron los primeros métodos utilizados para conocer la
relacion entre la actividad neuronal en regiones cerebrales especificas y las funciones
conductuales (Stein, 1994). Al hipocampo, entre ofras estructuras cerebrales, como la
corteza parietal (Alexinsky, 2001), se le ha implicado en los procesos de aprendizaje y
memoria, particularmente aprendizaje espacial (Eijkenboom y van der Staay, 1999), y ha
sido lesionado con técnicas diversas para demostrar su participacion en dichos eventos
(Stein y Lewis, 1975; Morris, 1982; Jarrard, 1993; Bramlett y col., 1997; Scheff y col.,
1997). Es posible que la lesion haya provocado destruccion celular y dano vascular
leves, con efecto nocivo local tras seccionar numerosas fibras nerviosas, que resultd en
interrupcion de la transmision de sefiales en la zona lesionada desde sus aferencias y

proyecciones eferentes hacia ofras zonas del mismo hipocampo y otras regiones
cerebrales.

8.3. Aprendizaje espacial y memoria. Prueba 1 en el MWM.

El aprendizaje de esta tarea involucra el almacenamiento y recuperacion de
informacion espacial y la planeacion de estrategias de navegaciéon (D' Hooge, De Deyn,
2001), el hipocampo es sefialado como estructura crucial para el desarrollo de estas
funciones (Jett, Kuhlmann y Guilarte, 1996; Budson y Price, 2005). Los mecanismos
moleculares y celulares que subyacen al aprendizaje espacial y memoria no estan
clarificados, sin embargo esta establecido que dependen de la integridad estructural y
funcional de las zonas cerebrales involucradas, especialmente el hipocampo, para
realizar estas funciones (Olton, Walter y Gage, 1978).

En esta prueba se manifesto un déficit como resultado de la lesion ya que todas las

ratas mostraron dificultad para aprender a localizar la plataforma de escape oculta bajo
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el agua, sin embargo al parecer la lesién no provocd otras manifestaciones evidentes en
el comportamiento cotidiano de los animales, no se hizo visible ninguna conducta

andmala o trastornos sensitivo-motores.

La lesién afecto tanto la memoria de trabajo como la de referencia, los animales se
observaron desorientados para realizar esta tarea, normalmente se esperaria de una
rata no lesionada, que establezca una ruta hacia la plataforma tomando en cuenta los
orientadores espaciales externos al laberinto o un punto de referencia en el medio

ambiente, que se refleja por el tiempo que la rata permanece navegando en el cuadrante
con la plataforma.

Es posible que la lesion haya producido; principalmente seccionamiento o
deaferentacion de fibras nerviosas, que interrumpio parcialmente la neurotransmision en
la zona cortical afectada y el circuito trisinaptico intrinseco del hipocampo y sus
interconexiones, incluyendo las de las principales neuronas hipocampales, piramidales y
granulares, llamadas “células de lugar’, cuyo funcionamiento permite el aprendizaje
espacial, la habilidad para crear, almacenar y utilizar mapas alocéntricos del medio
ambiente para implementar una representacion de la localizacién espacial del animal

(Eichenbaum, 1998a; 1999b);, y en menor porcentaje a muerte neuronal directa o
retardada.

En ambos casos con el consecuente deterioro de eventos que acompafian al
aprendizaje y memoria, como la LTP y el ritmo theta hipocampales; por cierto, el
deterioro de la LTP induce transtornos de procesos conductuales dependientes del
hipocampo (Foster, 1999).

La desorientacion podria deberse principalmente a la lesion del hipocampo,
evidenciada por la incapacidad de usar las pistas externas, y por la dificultad de estos
animales para integrar un mapa espacial especifico para localizar la plataforma. El
deterioro de la capacidad de orientacién se reflejé en los parametros estudiados, con
aumentos en tiempo y distancia recorrida para localizar la plataforma escondida, y

disminucion en el tiempo de navegacion en el cuadrante con la plataforma.
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La capacidad locomotora no se afecté por la lesion, ademas del posible aumento

en la locomocion por la lesién hipocampal (Fanselow, 1999) y los esteroides excitatorios,
especialmente DHEA (Majewska, 1999).

El mayor déficit se observé al inicio de las pruebas y se hizo menos notable a
través del estudio, hasta que las ratas lesionadas aprendieron a localizar Ia plataforma
en un tiempo cercano al de los animales intactos que sirvieron como controles de
referencia. Los resultados sugieren la participacion de las estructuras lesionadas en el

aprendizaje espacial, -que sin embargo finalmente se alcanzo-.

Para que las ratas aprendieran la tarea es posible que hayan concurrido varios
factores:

Tipo de lesidén. Posiblemente las ratas lesionadas aprendieron la tarea debido a
que no se afectd una masa importante de tejido, como sucede en el caso de isquemia
por embolismo de la arteria cerebral media o con otros modelos de lesion por aspiracion
y de impacto mecanico que pueden provocar mayor pérdida de neuronas corticales e
hipocampales que |a lesion provocada en este experimento (Hamm y col., 1996; Scheff
y col., 1997; Alexinsky, 2001; D'Hooge y De Deyn 2001), ya que la destruccién neuronal
directa por la canula solo afectd a una poblacion neuronal discreta, estableciendo una

relacion significativa entre el tipo de lesién y la recuperacion funcional (Kolb y Cioe,
2000).

Circuiteria. Al dafiarse el tejido cerebral de forma columnar, la circuiteria horizontal
pudo haber sido una ruta importante, gue aunado con el entrenamiento o repeticion
consecutiva de la tarea de busqueda de la plataforma escondida mejora-e! resultado
funcional (lvanco y Greenough, 2000).

Compensacion-Adaptacion. Posterior a la lesidn, posiblemente se activaron
mecanismos compensaterios y de adaptacién principalmente mediante procesos
plasticos cerebrales como el rebrote de prolongaciones nerviosas o reorganizacion
sinaptica de las regiones vecinas, como las cortezas perirhinal y entorhinal, (Mumby y
Glenn, 2000), estos mecanismos incluyen sintesis de proteinas especificas para ser

utiizadas para el rebrote de neuritas ¢ para la formacion de receptores NMDA,
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directamente involucrados en varios tipos de plasticidad sinaptica, incluyendo la LTP en
el hipocampo (Zou y col., 1999); ademas de la posible participacion de otras estructuras
cerebrales intactas relacionadas con aprendizaje espacial, como son la corteza
prefrontal, el cerebelo, el cerebro basal anterior, el estriado y otras areas neocorticales
(D’ Hooge y De Deyn, 2001; Walter y col., 2003).

Neurogénesis. La neurogénesis pudiera ser un mecanismo endégeno de
reparacion cerebral que contribuya a reestablecer la funcionalidad del tejido dafiado, en
el hipocampo se ha observado este proceso (Nadareishvili y Hallenbeck, 2003).

Células gliales. Su activacion tras lesion induce a la liberacion de sustancias, como
citocinas que favorecen la restauracion del tejido dafiado, como factores de crecimiento

y ofras moléculas proregenerativas necesarias para el rescate neuronal (Raivich, 2001).

El tiempo transcurrido desde que se provoco la lesion (2-15 ) y la edad de las ratas
(3 meses) también fueron factores que, junto a los ya mencionados, seguramente

influyeron para que finalmente los animales aprendieran la tarea en el MWM (Wyss y
col., 2000).

El desempenio de todos ellos mejord gradualmente con el entrenamiento repetido a
través del experimento, esta mejoria progresiva se reflejé en curvas de aprendizaje,
caracterizadas por disminucion gradual de la latencia de escape y de la distancia
recorrida, mientras la rata navegaba en busca de la plataforma sumergida. Aprendizaje,
memoria y lesion son eventos relacionados con la plasticidad sinaptica y con esteroides
y neuroesteroides (Vazquez y col., 1995; Lépez y col., 1996; Robel y col., 1999), en los
que tienen una gran influencia los estimulos que genera la repeticién de la tarea, que
podria inducir el reforzamiento sinaptico por la “ruta o senda” neuronal que recorre el

estimulo para su procesamiento cerebral, que favorece la generacion de trazos de
memoria.

En este estudio fueron 28 ensayos/rata, con blogues de 4 ensayos/dia durante 7
dias, esto pudo haber favorecido la reconexion o reforzamiento sinaptico; ademas del

tiempo transcurrido después de haber provocado la lesion, -suficiente para que el tejido
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alcanzara cierto grado de restauracién tras el dafio. Obviamente la recuperacién se

refleja con mayor claridad en la segunda fase (aprendizaje reverso).
8.4. Aprendizaje reverso en el MWM (22-24 dpl).

El desempefio de los animales fue mejor en la segunda prueba en el MWM, a
pesar de haber cambiado la plataforma escondida al cuadrante opuesto al original. Se
recupero la capacidad de orientacién, reflejada por disminucién en tiempo y distancia
recorrida para llegar a la plataforma, y aumento en el tiempo de navegacién en el
cuadrante con la plataforma (memoria de referencia), representado por la curva
ascendente, inversa a latencia de escape. No hubo diferencias significativas en el
desempefio entre los grupos sin embargo, el grupo DHEA fue ligeramente mejor en los
cuatro parametros estudiados.

La adquisicion de la localizacion de la plataforma a una tasa y precision
comparable a los controles intactos de la primera prueba, podria indicar que el
desemperfio recuperado resultd principaimente por ia restauracion del tejido lesionado y
consecuentemente de la capacidad cognitiva espacial (Hannesson y Skelton, 1998;
Skelton, 1998), ademas del conocimiento previo y repeticion de la tarea, por lo que
haber cambiado la localizacién de la plataforma sumergida sélo les implicd un breve
tiempo para reorientar su estrategia de navegacion, o cual refleja la recuperacion
funcional de la zona lesionada.

8.5. Campo abierto.

La velocidad desarrollada en el MWM vy los resultados en esta prueba, confirman
que la lesidon no afectd la capacidad locomotriz y en consecuencia tampoco [a habilidad
para nadar, motivo principal de su aplicaciéon. La ausencia de deterioro en la capacidad
de locomocidn podria ser consecuencia de que la lesion no afectd dominios motores, en
la corteza la lesién afectd una zona principalmente sensorial, de convergencia y
asociacion de estimulos visuales, auditivos y somatosensoriales relacionados con el
espacio (Tees, 1999).
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La adaptacion a un nuevo medio ambiente es més rapida en los animales intactos
que en los lesionados, debido posiblemente a que el hipocampo normalmente forma y
almacena la memoria contextual, que se altera cuando es lesionado, perturbando la
exploracion del contexto en el medio ambiente (Fanselow, 2000} con disminucion de la
actividad y exploracion, como lo muestra la Fig. 12. Por cierto esta reportado que
lesiones en la corteza parietal no afectan la actividad locomotriz, pero si inducen

menores indices de exploracion (Hogg y col., 1998}, lo cual pudiera explicar la conducta
de los animales lesionados.

8.6. Regulacion de la activacion y proliferacién microglial.

La DHEA tuvo los efectos inhibitorios méas potentes sobre la proliferacion microglial
en la zona lesionada (50% aproximadamente en comparacion con los grupos V vy
PREG). En €l cerebro la accion de la DHEA es multifuncional (Mathis y col., 1999),
incluyendo efectos modulatorios sobre el funcionamiento neurcnal y glial; en los
astrocitos puede actuar como modulador negativo de la reactividad y proliferacion que
resulta de una herida cerebral de caracteristicas similares a la que se provoco en este
estudio (Garcia Estrada. y col., 1993; Garcia Estrada y col., 1999).

En la explicacién del efecto inhibitorio de la DHEA sobre la proliferacion de
microglia en el tejido lesionado, podria proponerse que participaron mecanismos
semejantes a los responsables de la inhibicidn de astrogliosis en las ratas tratadas con
DHEA, tomando en cuenta que las células de microglia son la primera linea celular que
responde frente a una lesion de esta severidad, la inhibicién mitdtica microglial pudiera

tener relacion, al menos en parte, con la subsecuente inhibicidn astrocitaria.

Es posible que haya sucedido una segunda influencia desde los astrocitos hacia
las células de microglia, ya que el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF) es un mitdogeno microglial, producido principaimente por los astrocitos, tras ser
estimulados por la IL-1 y TNF-a de origen microglial (Mor y col., 1999), que son
procesos de interregulacion y retroalimentacién entre microglia y astrocitos en la
respuesta glial a lesién, posiblemente mediados por sefalizacion neuronal-glial (Streit,
1998), mediante mecanismos reciprocos de activacion, reactividad y proliferacion entre
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los dos tipos celulares, a través de la expresion y secrecion de diversas sustancias como
citocinas y factores de crecimiento ¢ neurotréficos, por ejemplo; en el tejido cerebral
lesionado la secrecion microglial de IL-1 y TNF- a regula la proliferacién astroglial y la
subsecuente formacion de la cicatriz glial, ademas de estimular la neovascularizacion en
la zona afectada (Rabchevsky, 2001).

Por otro lado, es posible que el efecto inhibidor haya sido generado por efectos
directos de DHEA sobre células de microgiia, que favorecen la activacion, pero inhiben
el crecimiento celular e inducen apoptosis en células BV-2 en la rata (Nakamura, 2002),
las células BV-2 corresponden a una linea celular derivada de microglia (Eder,
DeCoursey, 2001); en nuestro experimento, la cuantificacion de células de microglia con
una marca (Isolectina-B4) y dos marcas (Isolectina-B4 + BrdU) reflejan esos dos efectos
selectivos, separados en el tiempo, de DHEA sobre las células de microglia, que

aumentan la activacion y disminuyen la proliferacion.

Posiblemente ofros factores también participaron en el proceso, y deben
considerarse; p.e. esta reportado que la DHEA en ratones machos castrados reduce la
concentracion cerebral de PREG (Robel y Baulieu, 1995}, lo que también pudo ocurrir
en nuestros animales experimentales (ratas machos castrados); la dosis administrada a
las ratas fue la misma para los dos esteroides (10 mg), sin embargo difieren en
concentracion cerebral (ng/g), PREG: 8.5%2.7, y DHEA: 0.24 £0.33 (Robel, Shumacher
y Baulieu 1999) , resuliando mayor la dosis de DHEA en relacion a su concentracion

cerebral, lo que ayudaria a explicar su potente efecto inhibitorio de la proliferacion
microglial.

Estos efectos inhibitorios fueron selectivos sobre la proliferacion de microglia, sin
que resultara afectada su activacion y, posiblemente, tampoco su actividad especifica,
presentacion de antigenos y/o de macrofagos, en respuesia a la lesion, asi; es posible
proponer que esta proliferacion disminuida resultaria favorable para facilitar la

estabilizacion y la posterior reparacion del tejido.

Sin embargo no se hizo evidente ninguna manifestacion clara de este efecto que

favoreciera el aprendizaje espacial. La ausencia de efectos favorecedores claros por 1a
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inhibicion proliferativa microglial sobre aprendizaje espacial, pudo deberse a la
naturaleza misma de la lesién que provocé dafio neuronal y tisular minimo que genero
un espacio estrecho para ser ocupado por la cicatriz glial o que al establecerse los

mecanismos reguladores entre microglia y astrocitos en respuesta a lesién, se genero
que favorecieran el desempefio en la tarea.
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IX. Conclusiones.
1- La lesion retardd la adquisicion del aprendizaje y memoria.

2- La DHEA gener¢ los efectos mas potentes sobre la respuesta microglial tras

lesion; aumento en la activacion; y disminucién de la proliferacion.

3- La disminucidon de microglia proliferativa no mejoré significativamente el
aprendizaje y memoria.

4- Las ratas que recibieron esteroides superaron a tas del grupo C-V; en latencia
de escape el grupo PREG supero ai grupo C V, resultando sin diferencias significativas
con el grupo intacto, que superé a los grupos lesionados.

5- Al finalizar el estudio todos los animales fueron capaces de aprender la tarea en
el MWM, hayan o no recibido esteroides.

6- La lesion provoco incremento de la locomocion, observada durante la primera
prueba en el MWM; sin embargo, en la prueba de campo abierto, el grupo C-I desarrolld

mayor actividad que los lesionados. La capacidad para €l nado no resulto afectada
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