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Resumen

La progesterona es una hormona sexual femenina de sintesis esteroidea con multiples y
variadas funciones fisioldgicas. Se han demostrado diversas acciones neuroprotectoras de la
misma en modelos animales de isquemia cerebral, es por ello que se ha propuesto dicha
hormona tiene la capacidad de ejercer estas acciones cuando es administrada en ratas macho
jovenes e intactos, sin embargo, los resultados obtenidos han denotado la importancia de
conocer el periodo de ventana éptimo para el inicio de los tratamientos de reemplazo
hormonal en hembras que han sido ovariectomizadas previo a ser sometidas a un episodio de
isquemia cerebral global aguda. El propoésito del presente proyecto es el de documentar los
efectos neuroprotectores de esta hormona ante un episodio isquémico en grupos de ratas
hembras de la cepa Sprague-Dawley con distintos tiempos post-ovariectomia (15 y 30 dias).
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en la region CA1 del hipocampo, en
hembras con 15 y 30 dias post-ovariectomia, la isquemia redujo draméaticamente el conteo
neuronal en comparacion con el grupo control, sin embargo, cuando se administré la P, ésta
produjo un efecto neuroprotector sobre las neuronas piramidales de esta region del
hipocampo, llegando a ser significativo (p<0.001) en ambos grupos cuando se compararon
con los grupos experimentales que sufrieron la isquemia pero no recibieron tratamiento, sin
llegar a lograr una recuperacion tan importante como los animales control. Asi mismo, existio
una diferencia significativa (p<0.001) al comparar el grupo isquémico de 15 dias post-
ovariectomia con tratamiento vs el grupo isquémico de 30 dias post-ovariectomia con
tratamiento. Los conteos neuronales en las regiones CA2 y CA3 no mostraron diferencias
significativas. Los datos obtenidos en el presente estudio mostraron que la progesterona tuvo
un mejor efecto neuroprotector ante un episodio isquémico en los grupos de 15 dias post-
ovariectomia comparado con los de 30 dias post-ovariectomia, esto apoya la idea de que el
receptor a progesterona es el principal mediador de las respuestas neuroprotectoras asociadas

a la misma.
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1. INTRODUCCION

Los Accidentes Cerebro-Vasculares (ACV), son todas aquellas neuropatologias caracterizadas
por una disminucion del flujo sanguineo y por ende de sus nutrientes, principalmente oxigeno y
glucosa hacia el cerebro. Los ACV son catalogados como un sindrome clinico, debido a su gran
diversidad etioldgica, tienen como caracteristica un desarrollo veloz de las lesiones que

propician.?

La clasificacion internacional de enfermedades define al ACV como el desarrollo rapido de
signos clinicos de afectacion focal o global de las funciones cerebrales, con sintomas que duran
por lo menos 24 h, conduciendo a la muerte, sin otra causa aparente que no sea el origen

vascular.?

En los paises desarrollados los ACV son considerados como la tercera causa de muerte mas
frecuente, antecedido Unicamente por las cardiopatias y cancer.®Esta incidencia se ha mantenido
mas 0 menos constante durante al menos las Gltimas tres décadas, generando altas tasas de

incapacidad permanente.

1.1 Clasificacion de los ACV

Existen varios tipos de clasificacion para los ACV tomando en cuenta diversos aspectos propios
de la enfermedad; sin embargo, de acuerdo a su etiologia pueden ser clasificados en dos grupos:
hemorragicos e isquémicos, representando un 20% y 80% respectivamente del total de casos. A
su vez los isquémicos se subdividen en dos grupos de acuerdo al area cerebral que hayan
afectado, ya sea en focales o globales, los primeros afectan a una determinada area cerebral y

los segundos se presentan cuando todo el cerebro se ve involucrado.*



1.1.1 Accidente cerebro-vascular isquémico

Se produce cuando un vaso sanguineo se ve obstruido de forma total o parcial propiciando un
déficit en el aporte sanguineo nutrimental. Estos bloqueos vasculares ocurren principalmente de
dos formas, tromboética y embolica. EI ACV trombético ocurre cuando se desprende un codgulo
de sangre que viaja a través de los vasos sanguineos hasta llegar a un sitio donde impide la
circulacion. Estos codgulos son generados por una excesiva produccion plaquetaria, lesiones

endoteliales, arterioesclerosis o estenosis vascular.®

El ACV embdlico se genera cuando una sustancia que puede ser endogena, exdgena, sélido,
liquido o gas, interrumpen el correcto flujo sanguineo a través de los vasos. Agujas, grasas,
objetos extrafios, burbujas de dioxido de carbono, entre otras, pueden ser las causantes de un

émbolo.®

1.1.2 Accidente cerebro-vascular hemorragico

Este tipo de ACV es menos comun que el isquémico, tiene como principal caracteristica una
ruptura de los vasos sanguineos que irrigan al cerebro, produciendo una hemorragia. Las causas
atribuibles a este tipo de patologia son los aneurismas, deformaciones venosas, presion arterial
alta y contusiones. Algunos autores subdividen a este grupo en otros dos, subaracnoideos e
intracerebrales.® De tal clasificacion los ACV hemorragicos subaracnoideos se caracterizan por
una hemorragia en la superficie del cerebro, en la parte medial de las meninges que recubren al
mismo, mientras que los ACV hemorréagicos intracerebrales o también llamados

intrahemisféricos ocurren por una hemorragia a nivel interno del cerebro.



1.2 Factores de riesgo del ACV

Los factores de riesgo son todas aquellas variables, circunstancias, caracteristicas personales o

ambientales propias de un individuo o un grupo de individuos que se encuentran asociadas con

una mayor probabilidad de padecer determinadas enfermedades, y funcionan como predictores

estadisticos de las mismas.” Para poder ser considerados como factores de riesgo, deben poseer

los postulados de causalidad que a continuacion se enlistan:

Intensidad de la asociacion.

Coherencia (con lo conocido sobre la historia natural y la biologia).
Especificidad (una causa-un efecto).

Temporalidad (la causa antecede al efecto).

Relacion dosis-respuesta o gradiente biolégico.

Verosimilitud o plausibilidad biologica.

Consistencia (en diferentes circunstancias).

Experimentacion (relacionada con la hipotesis).

Analogia (con otras hipdtesis probadas).

Los factores de riesgo que predisponen a los ACV se dividen en dos grupos llamados

modificables y los no modificables, definidos asi por el hecho de que algunos pueden ser

evitados o controlados y otros no.?

Dentro de los factores de riesgo modificables encontramos:

Tabaquismo: Este habito dafia a los vasos sanguineos haciéndolos mas rigidos
comprometiendo su funcionalidad atn en fumadores pasivos.

Diabetes: La diabetes junto con el consumo excesivo de bebidas azucaradas pueden
elevar a mas del doble la probabilidad de un ACV.

Colesterol: EIl colesterol elevado incrementa las probabilidades de una obstruccion en
los vasos sanguineos, este fendmeno esta estrechamente correlacionado con otros dos

factores de riesgo que son el sedentarismo y la obesidad.



Enfermedad arterial: Cualquier tipo de enfermedad que esté asociada a una de las
principales cuatro arterias que irrigan el cerebro (carétidas y vertebrales), puede inducir
un ACV.

Ataques isquémicos transitorios (AIT): Diagnosticar y tratar los AIT es de vital
importancia para evitar ACV futuros, se ha comprobado que las personas que han sufrido
un AIT tienen 50% mas probabilidad de sufrir un ACV posteriormente, principalmente
durante las siguientes dos semanas posteriores al AlT.

Cardiopatias: Los problemas cardiacos son muy variados, un mal funcionamiento
cardiaco puede conllevar a un ACV ya que si las estructuras que componen el corazén
y se encargan de realizar el gasto cardiaco no funcionan de manera adecuada pueden
ocasionar aglutinamiento sanguineo y coagulacion en las cavidades del corazon.
Trastornos sanguineos: Algunas alteraciones en la sangre como un elevado conteo de
globulos rojos puede predisponer la aparicion de coagulos, de igual manera patologias
como la anemia falciforme puede ocasionar que las células falciformes se adhieran a las
paredes vasculares ocasionando una estenosis del lumen vascular.

Alcoholismo: El consumo cotidiano de bebidas embriagantes pueden generar
hipertension o una congestion alcoholica que pueden derivar en un ACV.

Consumo de drogas ilegales: Algunas drogas ilegales como la ketamina, cocaina,
éxtasis, heroina entre otras, se han asociado con un mayor riesgo de padecer ACV.

Dentro de los factores de riesgo no modificables encontramos:

Sexo: Los hombres tienen mayor probabilidad de padecer cualquier tipo de ACV en
edades tempranas en comparacion con las mujeres; sin embargo, se sabe que la
incidencia en mujeres en edades post-menopausia igualan e incluso incrementan a las de
los hombres.

Geneética: Todas aquellas personas cuyos parientes de consanguinidad directa han
sufrido un ACV tienen una mayor predisposicion a sufrir ACV, de igual manera las
personas de raza negra son mas propensas a sufrir este tipo de patologias comparados

con las personas de raza caucasica.



e Edad: A pesar de que los ACV afectan a personas de todas las edades, es claro que la
tendencia a padecer estas patologias se incrementa drésticamente a medida que las
personas tienen mayor edad, siendo las personas geriatricas las mas susceptibles a este
tipo de episodios.

Los ACV, son una patologia que tradicionalmente ha sido correlacionada con las personas de
edad avanzada, y se prevé que para el afio 2030, la incidencia, discapacidad y muerte por este
tipo de enfermedades se vera duplicado a nivel mundial.® Por su parte, en paises en vias de
desarrollo también se encuentra catalogada como la segunda causa mas comun de mortalidad
en adultos jovenes y como la primera en invalidez. Los prondsticos acerca de esta patologia no
son alentadores, ya que la tendencia a padecer estas patologias continda en ascenso debido a la
mayor esperanza de vida.'® Ademas, la relacion edad/ACV se cree puede estar influenciada por
la ausencia en la produccion de hormonas gonadales, principalmente estradiol y progesterona,

esto explicaria el aumento en la incidencia de esta enfermedad en mujeres postmenopéusicas™®.

1.3 Biosintesis de la progesterona

La progesterona (P) es una hormona sexual femenina de origen esteroideo, su biosintesis ocurre
principalmente en las gonadas sexuales femeninas (ovarios), aunque también se conoce que
dicha hormona y sus metabolitos pueden sintetizarse en células gliales del sistema nervioso

central (SNC) y en las células de Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP). !

Las biomoléculas esteroideas poseen una estructura quimica que consiste basicamente en el
ciclo pentanoperhidrofenantreno2. La P esta conformada por 21 dtomos de carbono y deriva de
la pregnenolona, que, a su vez, proviene del colesterol.® Durante la biosintesis esteroidea
participan: el citocromo P50 scc (enzima desramificante del colesterol), citocromo P50 17- a-
hidroxilasa, la P50 aromatasa y la 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3HSD). Estas enzimas
participan en la regulacion de la conversion del colesterol en pregnelonona, de la pregnelonona

a progesterona y finalmente en la conversion de androgenos a estradiol (E).**



Con el uso de técnicas como la hibridacién in situ y la inmunohistoquimica, se ha conseguido
dilucidar la distribucién cerebral de las enzimas que intervienen en la biosintesis esteroidogénica
en una amplia variedad de animales, sin importar el género; dichas enzimas han sido localizadas
en la corteza cerebral, cerebelo, amigdala, bulbo olfatorio, cuerpo estriado, septum e hipocampo.
De igual manera se ha localizado al receptor para la progesterona en neuronas del hipotalamo,
amigdala, septum, cerebelo, corteza cerebral e hipocampo®®*®. La P produce efectos plasticos
en el SNC, pues interviene en la formacidn, maduracion, diferenciacion y funcionalidad de las
células nerviosas.'” Se sabe que la P desempefia un papel regulador en la diferenciacion sexual
del SNC, la activacion de la conducta de lordosis'® y las conductas maternas.'® De las funciones
no reproductivas destacan la anestésica y la analgésica, mediadas por sus metabolitos a través
de receptores GABA-A,? modulando las concentraciones intracelulares del ion cloro.?! Otros
estudios han demostrado la hipersensibilidad de las areas antes mencionadas ante el dafio
provocado por un ACV, en donde la P promueve la disminucion del edema cerebral despueés de
un ACV,?2 estas investigaciones sugieren que el espectro y los roles biologicos de la P son mas
amplios y diversos de lo que se creia anteriormente, pues al ser un neuroesteroide activo, influye

en diversos mecanismos fisiologicos y no exclusivamente en la fisiologia reproductiva.?

1.4 Fisiologia de la menopausia

La menopausia por definicidn, es la terminacidn de los ciclos menstruales en la mujer, con un
diagnostico retrospectivo posterior a 12 meses consecutivos de amenorrea, ocasionado por la
atresia de los foliculos ovaricos y su incapacidad para producir E y progestagenos ante el
estimulo de sus precursores como la hormona foliculo estimulante (FSH). A la signologia y
sintomatologia que se ocasionan durante esta transicidn se les conoce como sindrome
climatérico, el cual incluye a los bochornos, cambios animicos, osteoporosis, mayor
probabilidad de cardiopatias y ACV entre otros. Cuando la disminucion estrogénica provoca
esta sintomatologia, se aplican tratamientos de reemplazo hormonal con E y progestagenos

exdgenos. Se conoce que las mujeres comienzan a presentar estos estados en edades que van del



rango de los 45-55 afios; para el caso especifico de México se ha logrado documentar que el

promedio de edad es de 48 afios.

El comienzo de la menopausia se ve identificado por la reduccién de la inhibina, hormona que
a su vez regula la sintesis de FSH, los niveles de estradiol y la progesterona al comienzo de la
menopausia se mantienen normales o ligeramente bajos. Sin embargo, estas ligeras
modificaciones hormonales ocasionan un acortamiento de la fase folicular dependiente de E y
consecuentemente una menor duracién de los ciclos menstruales. EI aumento en los niveles
séricos de FSH por la atresia folicular ovérica, disminuye la sintesis de E y progestagenos.?
Este proceso es considerado como una retroalimentacion negativa, debido a que al verse
disminuidos los niveles de E y progestagenos en el plasma sanguineo, principalmente E'y P, el
hipotalamo expulsa grandes cantidades de hormona liberadora de gonadotropina, con la
finalidad de que la adenohipofisis reciba la sefial para liberar también grandes concentraciones
de FSH, el problema resulta en que ya no existe la suficiente cantidad de foliculos para su
sintesis. En mujeres que se encuentran en edades menopadusicas, existe un deficit en las células
de la granulosa y esto genera una incapacidad para sintetizar aromatasa que transforma la
testosterona en E.?® El declive de los niveles de E y P ocasiona maduraciones foliculares
irregulares con ciclos ovulatorios y anovulatorios. En los ciclos anovulatorios no habra

produccion de P.%’

1.5 Anatomia del hipocampo

Etimoldgicamente el vocablo hipocampo tiene sus raices del latin hippocampus, y este, a su vez,
proviene del griego hipposkampos. Actualmente es considerada una de las estructuras cerebrales
mas importantes de los mamiferos, entre ellos, el humano, debido a sus multiples funciones
fisiologicas. Fue nombrado por el anatomista Giulio Cesare Aranzio en el siglo XVI, pues fue

quien aprecio una similitud morfoldgica con el caballito de mar.

Anatomicamente es una estructura marginal, pareada, con dos porciones que resultan ser

imagenes especulares, una en cada hemisferio, se encuentra intimamente relacionada por una



parte con la arquicorteza y por otra, con el sistema limbico. Conforma junto con el subiculo y
el giro dentado la denominada formacion hipocampal. Se localiza en la parte inferior de la
porcion medial o interna en el I6bulo temporal bajo la superficie cortical, la antes mencionada
forma de caballo es propia de algunos primates, sin embargo, en otras especies es variada,
llegando a tener forma de banana. En el cerebro de los vertebrados tiene su origen en el palio,
el cual comprendia funciones olfativas, mismas a las que fue relacionado el hipocampo

antiguamente.

El desarrollo hipocampal ocurre cuando comienzan a crearse los hemisferios cerebrales a partir
de la quinta semana gestacional, presentandose en forma de evaginaciones a los lados de la
pared externa del prosencéfalo. Aproximadamente a los 45 dias del embarazo estas
evaginaciones comienzan a crecer y a los 60 dias sobresalen de la porcion superior del
diencéfalo.?® Las comisuras del cuerpo calloso mantienen unida esta nueva region de los
hemisferios cerebrales con el techo del diencéfalo, estas comisuras son una fina capa de células
ependimarias recubiertas por un mesénquima vascularizado que a su vez, originara el plexo
coroideo, el cual sobresale en el ventriculo lateral, prosiguiendo hacia la fisura coroidea y por

encima de esta se origina el hipocampo.?®

El hipocampo es considerado una elaboracion del extremo de la corteza cerebral. Se logra
distinguir como una zona donde el cortex se estrecha en una densa capa celular empaquetada en
forma de S apretada. Asi mismo, las estructuras que arreglan el limite del cértex es el
denominado sistema limbico. De forma conjunta el hipocampo tiene forma de tubo curvado, y
esta dividido en las regiones llamadas cuerno de Amén (CA) CA1, CA2, CA3 y CA4, asi como
el giro dentado. Comprende porciones ventrales y dorsales, compartiendo ambas una
composicion similar, pero siendo partes de diferentes circuitos neurales. En roedores, los dos
hipocampos asemejan por su forma a bananas unidas por su tallo, mientras que en primates la

principal porcion se encuentra de forma ventral cerca a la base del I6bulo temporal.*

La corteza entorrinal es la principal proveedora de aferencias hacia el hipocampo, se conecta
con otras areas de la corteza cerebral y es lo que la capacita para hacer una funcion de interfaz

entre el hipocampo y variadas areas del cerebro. El flujo de informacién dentro del hipocampo



es de forma unidireccional, propagando sefiales a través de capas celulares en direccion hacia el
giro dentado, posteriormente a la capa CA3 y despues CAL, pasando por el subiculo y
finalmente saliendo del hipocampo hacia la corteza entorrinal. Estas capas contienen una

circuiteria intrinseca compleja con amplia cantidad de conexiones longitudinales.3!

A la porcidn cortical adyacente al hipocampo se le denomina circunvalacion hipocampal, la cual
incluye las cortezas entorrinal y perirrinal, esta Ultima debe su nombre a su posicion anatémica
estando al lado de la cisura rinal. La corteza perirrinal juega un rol importante en el registro
visual de objetos con alta complejidad, aunado a esto, la evidencia cientifica sugiere que podria
estar implicada también en los procesos de memorizacién, contribuyendo a las funciones
hipocampales. Es importante sefialar, que la amnesia completa Gnicamente tiene lugar cuando

ambas estructuras (corteza perirrinal e hipocampo) se encuentran dafiadas. 2

Las células que conforman al hipocampo son neuronas piramidales cuya principal caracteristica
radica en la morfologia de su soma, ya que estos cuerpos celulares tienen una notable forma de
piramide la cual es la caracteristica de mayor coincidencia entre esta estirpe celular ya que sus
demas porciones suelen ser variables dotandolas de subclasificaciones poblacionales acorde a
variados parametros morfofuncionales como su ubicacion anatdmica, esta Ultima
subclasificandolas en: corticales, dado que se localizan en la corteza cerebral, las subcorticales
como las cingulares, presentes en la corteza del cingulo, amigdalinas, situadas en la amigdala,

e hipocampales, dispuestas en el hipocampo.

Anteriormente se pensaba que la neurogénesis de células neuronales se encontraba limitada a
una etapa inicial en la formacion de las estructuras cerebrales durante el desarrollo embrionario
y culminaria en la pubertad.®® Sin embargo, en el siglo XIX se publicaron evidencias que
demostraron que la neurogénesis ocurre de forma continua a lo largo de toda la vida y de forma
independiente a las primeras etapas del desarrollo embrionario,®* ya que la neurogénesis que
ocurre durante la adultez se encuentra estrechamente correlacionada con las funciones de
aprendizaje y memoria desempefiadas por el hipocampo.®* De esta manera la neurogénesis
adulta puede definirse como el proceso a través del cual se propicia la creacién de nuevas

neuronas, a partir de células madres neuronales y progenitoras en la etapa adulta de los



individuos.®® Esta neurogénesis no ocurre en todo el encéfalo, Ginicamente se lleva a cabo en dos
sitios especificos, la zona subgranular (ZSG) del giro dentado en el hipocampo y en la zona
subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales. Las células neuronales generadas en la ZSG
del hipocampo se afiaden en el giro dentado, sin embargo, las células generadas en la ZSV de
los ventriculos laterales, migran para integrarse en el bulbo olfatorio.®® Algo importante de
sefialar es que no todas las nuevas neuronas logran sobrevivir y las que lo logran se vuelven

funcionales y se integran a la circuiteria neuronal del tejido cerebral.®"38

Historicamente se creia que el hipocampo comprendia funciones de tipo olfativo, ya que se
pensaba recibia aferencias directas del bulbo olfatorio.®® Los estudios posteriores se
encaminaron en tres ideas principales: memoria, espacio e inhibicién. La idea de la participacién
del hipocampo en la inhibicion de la conducta sexual, tom6 fuerza en la década de los afios 60°s
del siglo XX gracias a O'Keefe y Nadel*’quienes a partir de observaciones en individuos con
dafio hipocampal, descubrieron que dichos individuos mostraban una tendencia mayor a
comportamiento hiperactivo, asi mismo, los individuos sometidos a la lesion hipocampal,
muestran complicaciones para inhibir respuestas previamente ensefiadas, el cientifico Jeffrey
Gray apoyo esta linea de tedrica en modelos animales de ansiedad. Cabe sefialar que actualmente
la teoria de la inhibicion es la menos popular de la tripleta. La segunda linea tedrica de
importancia es la memoria, ciertos trabajos sefialaron esta idea, pero fue debido a Scoville y
Brenda Milner*? que esta teoria se hizo popular, cuando publicaron un famoso articulo en el cual
se detallan los resultados en un paciente masculino llamado Henry Gustav Molaison, despues
conocido Unicamente por sus iniciales como H.M., quien sufria severos ataques epilépticos y
como opcidn quirurgica le fue extirpado de forma parcial el I6bulo temporal. Posterior a la
intervencién quirdrgica, el hombre presentd una amnesia anterograda grave y una amnesia
retrograda parcial.** EI hombre era incapaz de formar nuevos recuerdos; sin embargo, si lograba
recordar algunos episodios de su infancia. Una vez suscitado este hecho, H.M. se convirtié en
el individuo mas ampliamente estudiado en la historia de la medicina, pues representd una
oportunidad Unica de investigar las consecuencias en el dafio hipocampal en un paciente humano
vivo. Posterior a la muerte de H.M. surgieron nuevos casos similares con dafio hipocampal por

cirugias o enfermedades.*®
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En la actualidad existe un amplio consenso pues la evidencia cientifica determina que el
hipocampo desempefia un rol importante en la memoria y el aprendizaje; no obstante, aliin no se
han determinado los mecanismos fisioldgicos ni moleculares en su totalidad ni la implicacion

de otras estructuras.**

Finalmente, la tercera linea tedrica de funcionalidad hipocampal es la relacionada con la funcion
espacial. Las primeras evidencias de esta teoria fueron proporcionadas por E.C. Tolman's, él
trabajo en lo que denomind "mapas cognitivos”, tanto en animales como en humanos, estos
estudios influenciaron a O'Keefe y Nadel* descubrieron que, en las neuronas del hipocampo de
la rata, existia una actividad relacionada con la localizacion de la rata en su entorno. Diez afios
después en 1978 publicaron un libro llamado “The Hippocampus as a Cognitive Map”, el cual
fue un texto de alta influencia en su época. Tal como en la linea tedrica de la memoria, existe

un consenso casi universal sobre la participacion del hipocampo en las funciones espaciales.
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2. ANTECEDENTES
Hasta épocas recientes, los modelos animales para estudiar la neuroproteccion mediada por
hormonas gonadales, habian sido realizados en ratas macho, jovenes e intactos, debido a que
son un excelente modelo para el estudio de mecanismos moleculares; sin embargo, estos no
reflejan la comorbilidad de la poblacion humana susceptible a los ACV, debido a que el sector
poblacional con mayor riesgo de sufrir esta patologia son las personas longevas o bien mujeres
en periodos postmenopausicos. Aunado a esto, los trabajos realizados se enfocaban
exclusivamente en el uso de E, dejando de lado las posibles acciones neuroprotectoras de la P.
Ahora sabemos que la P también se encuentra involucrada en una serie de mecanismos

moleculares que inducen neuroproteccion en modelos animales de dafio cerebral.

De esta manera, Bramlettw y Dietrich*® publicaron un estudio llamado, proteccion
neuropatologica después de un dafio cerebral en ratas macho intactos vs hembras intactas u
ovariectomizadas. En dicho trabajo, los autores estudiaron si las hormonas circulantes en el
plasma sanguineo de la rata hembra, tenian la capacidad de proporcionar neuroproteccion en
ratas machos intactos y hembras intactas u ovariectomizadas. Sus resultados mostraron que las
hembras intactas, tuvieron menor lesion comparadas con los machos y las hembras
ovariectomizadas, estas ultimas presentaban areas de lesion mas grandes que el de hembras
intactas, equiparable con el dafio visto en machos. Los resultados de este estudio, permitieron

sugerir la proteccion histopatologica hormonal enddgena, después de una lesion cerebral.

Por otra parte, Ciriza y cols.*’, estudiaron la neuroproteccion mediada por los niveles
plasmaticos de hormonas gonadales, en un modelo animal de degeneracion del hipocampo
provocada por la administracion de acido kainico, tanto en ratas macho y hembra intactos, como
en hembras y machos gonadectomizados. Asi, demostraron que una administracion baja de este
compuesto a dosis de 7mg/kg, propicié una disminucion considerable de las neuronas dentadas
en machos castrados y no asi, en las neuronas de los machos intactos. El efecto de esta
neurotoxina, generé efectos distintos, ya que en las neuronas de las ratas hembras, hubo
variabilidad dependiendo el dia del ciclo estral en que se administro el compuesto; en las ratas

inoculadas en la mafiana del estro, no se manifest6 ningun efecto significativo, pero, en las ratas
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inoculadas en la mafiana del proestro, el decremento neural fue considerable, muy similar al

dafio visto en neuronas de las ratas ovariectomizadas.

2.1 Funcion de las hormonas esteroides en la neuroproteccién

Para el caso de la administracién de E o de E mas P en las ratas ovariectomizadas, estas
mostraron tener efecto neuroprotector al evitar la pérdida neural denotado en el conteo de células
piramidales en distintas areas hipocampales cuando fueron inyectadas simultaneamente con la
neurotoxina, o bien veinticuatro horas antes, no asi cuando fueron administradas veinticuatro
horas después de inocular el compuesto neurotéxico. Dichos resultados revelan que los niveles
plasmaticos de hormonas gonadales enddgenas, protegen a las neuronas hipocampales de la
degeneracion excitotoxica; aunado a esto, la variacion hormonal dependiente de la etapa del
ciclo estral y la gonadectomia, al momento de la exposicion con el agente, influyo en la

vulnerabilidad neural de los individuos con niveles bajos de estas hormonas.

Mas recientemente Morali y cols.,*® evaluaron la neurogénesis en el giro dentado (GD) del
hipocampo, asi como la recuperacion funcional mediante la administracion de P en ratas
previamente sometidas a procedimientos de isquemia cerebral global aguda (ICGA),
encontraron que las ratas que fueron sometidas a procedimientos isquémicos y que fueron
tratadas con P, tuvieron una mejoria significativa en cuanto a pruebas de aprendizaje y memoria
espacial en comparacién con aquellos individuos a los que se les administré Unicamente el
vehiculo. Ademas, mostraron un aumento significativo en el nimero de nuevas neuronas
maduras en el GD. Adicionalmente, las ratas tratadas con P posterior a la isquemia, obtuvieron
un correcto funcionamiento celular y una disminucion significativa en la pérdida de neuronas
piramidales de la region CAL del hipocampo, lo cual sugiere que esta hormona puede ejercer
sus efectos neuroprotectores al influir en los micro-eventos de los mecanismos de plasticidad
cerebral. De esta manera, el tratamiento con P en animales que previamente fueron sometidos a
ICGA, promueve la supervivencia celular de nuevas neuronas creadas en el GD y que los
mecanismos de plasticidad neural reflejados en las pruebas de aprendizaje y memoria espacial,

pueden estar intimamente relacionados con la misma.*®
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En otro estudio hecho por el mismo grupo de investigadores en el que se realizd la
administracion postisquémica de la (P) a razon de 8mg/kg via intravenosa o de su vehiculo a
los 15 minutos, 2, 6, 24, 48y 72 horas posteriores a la reperfusion, con la finalidad de determinar
si esta reducia la activacion de la caspasa 3 y la fragmentacion del DNA a nivel hipocampal,
encontraron que existe una gran y selectiva pérdida de células piramidales en la region CAl y
no asi en otras regiones del hipocampo, en el grupo de los animales que sélo sufrio la de
isquemia. De forma particular, los animales del grupo que fue tratado con P, disminuyeron la
pérdida de neuronas piramidales en CAL; asimismo se observo la disminucidn en los niveles de

caspasa-3 y la activacion de la fragmentacion del DNA.#°

Por su parte, Ozacmak y cols.®® observaron los efectos neuroprotectores de las hormonas
gonadales 17B-estradiol, 17a-estradiol y P en el hipocampo y la corteza de individuos expuestos
a ICGA durante 10 minutos, con 4-6 semanas previas de ovariectomia bilateral y con una
reperfusion de 72 horas. En este trabajo se determind que la administracion del 17p-estradiol y
la P, disminuyeron las concentraciones de los marcadores de estrés oxidativo malondialdehido
y glutation en el hipocampo y no asi en la corteza. Encontraron ademas que la administracion
conjunta de los compuestos hormonales redujo la lipoperoxidacién lipidica en todos los tejidos
cerebrales. Asi mismo, estos autores sugieren que los efectos neuroprotectores vistos en el grupo
donde unicamente se administro P después de la ICGA, pueden estar dados por mecanismos
moleculares que eliminan radicales libres. Este estudio coincide con otros reportes donde
también se demostrd la neuroproteccion mediante la administracion sola de P en neuronas

hipocampales ante diferentes tipos de dafio cerebral. *°

2.2 Efecto neuroprotector de las hormonas esteroides

Tanto en hombres como en mujeres adultas, las células del sistema nervioso estan expuestas a
altas concentraciones de P, sintetizada por los ovarios para el caso de mujeres y por las glandulas
suprarrenales para ambos sexos. Ademas, la P es un neuroesteroide sintetizado de novo dentro
del cerebro. Algunos de los efectos que se han asociado entre la P y el cerebro, incluyen la

regulacion en la excitabilidad neuronal al participar sobre la superficie de la membrana celular,
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asi mismo, posee efectos de modulacion sobre la composicién y la funcidn de ciertos receptores
51

Los trabajos que se han realizado para estudiar el efecto neuroprotector de las hormonas
esteroides han mostrado que la extirpacidn quirtrgica de los ovarios en ratas hembra, result6 en
un aumento en el area de lesidn en ratas que fueron sometidas a un evento isquémico.? Asi
mismo, se han observado areas de infarto mas grandes en modelos isquémicos focales de ratas
hembra que se encontraban en la fase de metaestro al momento del episodio; es decir, cuando

sus niveles circulantes de estr6genos y progestagenos son bajos en comparacion con el proestro.

También, se ha corroborado que los niveles plasmaticos de E y P estan inversamente
correlacionados con el volumen de infarto en el cerebro y laacumulacion de neutréfilos y Dichas
observaciones sugieren un importante papel neuroprotector de los estrogenos y progestagenos

enddgenos.>®

Particularmente en un estudio realizado por Bandeira y cols.>*, demostré que los animales que
se encuentran gonadalmente intactos y a quienes se les administraron farmacos antagonistas de
los receptores intracelulares para E y P, aumentaron de forma considerable y estadisticamente
significativa el volumen de dafio isquémico, lo cual ratifica la importancia de los estrogenos y
progestagenos enddgenos en las distintas vias de sefializacion molecular que se desencadenan
durante y posteriores el evento isquémico, encaminadas a disminuir y reparar los dafios celulares

resultantes de la cascada isquémica. >*

Por otra parte, Surg® demostré que la administracion exégena de P proporciond proteccion
contra la isquemia cerebral transitoria de una manera dependiente de la dosis, efecto que fue
abolido por la mifepristona. Es interesante sefialar que el tratamiento con P para modelos
isquémicos ha mostrado una eficacia neuroprotectora de duracion mediana-larga con

aproximadamente una ventana de oportunidad en relacion a las 6 horas.

En modelos de isquemia cerebral global transitoria Arbo y cols.®, observaron que las ratas
hembras jovenes muestran areas de lesion mas pequefias, asi como déficits sensoriales y motores

disminuidos, en comparacién con ratas macho con edades similares; sin embargo, esta
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diferencia de sexo no ha sido observada en mujeres a las que se les ha privado de su produccion

enddgena de esteroides ovaricos por ovariectomia o en mujeres envejecidas.

Las diferencias de sexo en la susceptibilidad a la isquemia y sus resultados se han demostrado
en diferentes modelos experimentales, incluso en presencia de comorbilidades como diabetes

obesidad o hipertension.®’

La P también es considerada un neuroesteroide con propiedades neuroprotectoras ante eventos
hipoxicos, esto al promover la estabilidad de la barrera hematoencéfalica, disminuir la
peroxidacion lipidica y anomalias morfoldgicas de células neurales. Mediante estos y otros
mecanismos moleculares se ha corroborado la mejora en la cognicion posterior a distintos tipos
de dafio cerebral, incluyendo aquellos provocados por lesion cerebral traumatica e isquemia
cerebral.®” Ademas, se ha sefialado a la P como la responsable en la activacion de las vias de
sefializacion directamente involucradas en los procesos de fosforilacion de ciertas proteinas
como la Akt y ERK, caracterizadas por su contribucion en la promocién de la supervivencia

celular en distintas areas cerebrales.>®

La P también puede reducir la expresion y la actividad de la caspasa-3, un efector principal de

la apoptosis®®

El incremento en los niveles sanguineos circundantes esteroidales, es caracteristico de los
mecanismos  neuroprotectores enddgenos activados posteriores a los accidentes
cerebrovasculares isquémicos. En un primer estudio realizado por Liu y cols.®®, demostraron
que los niveles de P, y 5a-dihidroprogesterona se encontraban elevados en el cerebro de ratones
machos en un lapso de tiempo tan corto como 6 horas posteriores al evento isquémico. En un
segundo estudio realizado por el mismo grupo de investigadores, se buscé detallar los cambios
temporales en los niveles de esteroides en plasma sanguineo y cerebro tanto en ratones machos
como hembras en fase de diestro. Dicho estudi6 reveld la existencia de marcadas diferencias en
los niveles cerebrales esteroidales entre machos y hembras en ausencia de lesiones cerebrales,
pero también cambios directamente dependientes del sexo en los niveles esteroidogénicos

enddgenos después del evento isquémico.
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Por tanto, el aumento significativo en los niveles de P tanto en cerebro como a nivel plasmatico
puede ser un mecanismo con funciones de proteccion neural ante los efectos negativos de los
elevados niveles de glucocorticoides. Concordando con esta hipétesis, otro estudio mas reciente
logro verificar que el estrés cronico incrementd la neuroinflamacion asi como la pérdida de
células piramidales en el hipocampo en las ratas que fueron sometidas a la isquemia cerebral
global, dicho estudié también demostro la eficacia de la P para reducir los efectos nocivos del

estrés.
2.3 Participacion de los receptores de la progesterona en la neuroproteccion

Schumacher y cols.®°, sefialaron que los receptores para la P son promisorios mediadores del
efecto neuroprotector producido por la P, al mostrar diversas funciones dentro del dafio
isquemico como son: la proliferacion y maduracion de oligodendrocitos, la regeneracion central
de mielina y algunas funciones reguladoras en la microglia, resultando en efectos
antinflamatorios. Por su parte Pefia Casanova y cols.!, refieren diversos estudios donde los
tratamientos con P en ratas y ratones después del ACV reducen el volumen de lesién y
recobraban la funcidn neuroldgica. Con la utilizacién de ratones knock out de receptores para
progesterona totales y ratones que carecen selectivamente de expresion de estos en las células
neurales centrales de (ratones PRNesCre), se evidencio que la deficiencia de receptores a P,
promueve un aumentaba en el dafio cerebral e incrementa el deterioro de algunas funciones de
tipo motor posteriores a la isquemia. De esta manera Zhu y cols.®? también con el uso de ratones
knock out, apoyan la idea del papel crucial de los receptores a P en la neuroproteccion después
de eventos isquémicos, pues la ausencia de receptores generé un aumento del dafio celular y
deterioro de la coordinacién motora. Estos resultados sugieren un papel muy importante de la P
y su receptor en la neuroproteccion después de un evento isquémico, tal vez a través de la
modulacién de transcripcion de genes diana, ya que la distribucién de dichos receptores no
solamente es en el Gtero, los ovarios o glandulas mamarias, sino que pueden ser expresados en
todo el cerebro, siendo mas abundantes no sélo en los nicleos hipotaldmicos asociados al control
de funciones de indole reproductiva sino también en la corteza cerebral y algunas estructuras

subcorticales incluyendo al hipocampo.
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La casi nula atencién que se le ha prestado a los receptores a progesterona en su relacion con
las diversas funciones cerebrales, como la neuroproteccion, se encuentra intimamente
relacionado con la suposicion, aun ampliamente aceptada de que los efectos neuroprotectores
de la P, son mediados y facilitados por su metabolito la alopregnolona®; sin embargo, otros
autores reportan que incluso las funciones neuroprotectores de la P pueden ser limitadas por su
metabolito, que no interactla con los receptores de la P; sin embargo, se ha reportado que el
metabolito de la P, al oxidarse a 5a-dihidroprogesterona (5a-DHP) interactta con los receptores

de P, regulando las funciones neuronales mediante la activacion génica.%

La biodisponibilidad de los receptores a P se encuentra regulada por los estrogenos y la P en el
hipotdlamo; sin embargo, la expresion de receptores de P en otras areas cerebrales como el
nacleo supraoptico, el nucleo del lecho de la estria terminal, el nicleo amigdaloide y la region
CAL1 del hipocampo®®, s6lo son moderadamente inducidos por el estrogeno. De igual manera, la
P regula a la baja sus receptores inducidos por estrogenos en el hipotalamo, pero no aquellos
que no son inducidos por estrogeno, como en el caso de la poblacién de receptores de la corteza
frontal, bulbo olfatorio, asi como en el cerebelo; mientras que solo regula a la baja la isoforma

PR-A en el hipocampo.

Los estudios realizados por (Guile¢ 2018) utilizando ratones KO para el receptor a P demostraron
que la carencia de dicho receptor en machos juveniles incremento6 de forma considerable el dafio
cerebral isquémico, asi como los problemas motores 6 y 24 horas después del accidente vascular.
Este tipo de resultados destacan la relevancia de los procesos moleculares dependientes de este
receptor para la proteccion cerebral sobre todo en la fase aguda. Este grupo de investigadores
desarrollé una linea de ratones transgénicos carentes selectivamente para la expresion de
receptores a P en células neurales, con la finalidad de evaluar el papel del receptor ante dafio
isquémico. Sus resultados mostraron que los ratones de esta linea después de una isquemia
cerebral transitoria desarrollaron déficits neurologicos de forma exacerbada en comparacion con
los animales que expresan el receptor de forma normal; sin embargo, la falta de expresién de

estos receptores, mostro efectos mas nocivos en machos que en hembras jovenes.
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Los hallazgos de estos autores sugieren la existencia de un mecanismo cerebroprotector
enddgeno que actla de manera precoz y que depende de la biodisponibilidad y funcion de los
receptores a P, tanto en células neurales de mujeres jovenes, asi como de hombres. Si bien puede
existir una similitud en este proceso cerebroprotector en ambos sexos después del accidente
isquémico, sus eficiencias pueden ser diferentes. Lo cual plantea una dificultad pues la principal
problematica es la progresiva y masiva propagacion del dafio en el tejido nervioso derivado de
la pérdida neural.®” Si bien los modelos experimentales avocados a estudiar los accidentes
cerebrovasculares isquémicos han generado fuerte evidencia de los efectos benéficos de la P, la

gran mayoria de los estudios han evaluado sus funciones en modelos de isquemia focal.®®

2.4 Neuroproteccion con progesterona

Los tratamientos neuroprotectores con hormonas esteroides han permitido determinar que el
estrégeno es la hormona mas efectiva para evitar los efectos dafiinos causados por un evento
isquemico; sin embargo, los estudios realizados para determinar el efecto neuroprotector de la
progesterona en modelos de isquemia cerebral global, han mostrado que esta ultima también
ofrece muy buenos resultados en diferentes modelos de isquemia cerebral. La mayoria de los
trabajos utilizando progesterona como agente neuroprotector han explorado diferentes dosis de
la hormona como tratamiento y ha permitido determinar que la dosis mas efectiva para disminuir
el dafio producido por eventos isquémicos en modelos animales, es de 8mg/kg, generalmente
inoculada via subcutanea y/o intraperitoneales.®® En un modelo transitorio de oclusion de la
arteria cerebral media, la administracion de 8 mg/kg de progesterona a las 2 h después de la
isquemia, redujo el tamafio del infarto y mejoré los resultados funcionales, mientras que el

tratamiento con 4 0 32 mg/ no tuvo efectos.”®

En otro modelo de accidente cerebrovascular permanente Brotfain y cols.”, obtuvieron
resultados benéficos en la disminucidn de la pérdida neural con dosis de P a dosis de 8mg/kg o
16mg/kg con resultados funcionales incluso tres semanas posteriores en ratas envejecidas. Cabe
destacar que dicha dosis mostré mayor eficiencia para mejorar la memoria de tipo espacial. Un

estudio mas reciente realizado por el mismo grupo de investigadores, logré un incremento de la
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supervivencia en isquemia crénica hasta las 8 semanas, mostrando ain una mejora en los

animales tratados con el compuesto hormonal a la misma dosis.

Como se mostré anteriormente en multiples estudios experimentales lograron demostrar que el
tratamiento con P mejora la capacidad de recuperacion neural, aumenta el conteo de células
neurales, modifica la expresion de genes proapotéticos, disminuye la extension de la lesion e
infarto isquémico y mejora la memoria espacial asi como la funcionalidad motora; sin embargo,
aun no se conoce del todo la complejidad de los eventos celulares y moleculares orquestados
por la P para la neuroproteccion ante eventos isquémicos. Basados en esta necesidad se han
realizado estudios donde se observaron varias vias receptoras por las cuales actta la P. Una de
las posibilidades del efecto neuroprotector de la P es a través de unirse a la 25-Dx, la cual se
encuentra regulada mediante el aumento en las neuronas e inducida en los astrocitos posteriores
a la lesién isquémica en distintas estructuras involucradas en la osmorregulacion y homeostasis

de agua al controlar el edema celular.”>"

El tratamiento con P posterior a la isquemia produce efectos neuroprotectores como el aumento
en la proteina asociada al crecimiento y la sinaptofisina, ambos correlacionados como
marcadores de sinaptogenesis, con la utilizacion de P posterior a la oclusion de los 4 vasos para
provocar isquemia cerebral global. Por su parte Zhao y cols.”, documentaron que la P conserva
las estructuras citoarquitectonicas, incluyendo las bifurcaciones dendriticas y las estructuras
espinosas incluso 4 meses posteriores a la isquemia cerebral global. Adicionalmente, el aumento
en la concentracion de calcio inducido por NMDA intracelular también se ve atenuado por P

después de la oclusion parcial de la arteria cerebral media.
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3. JUSTIFICACION
La progesterona tiene propiedades neuroprotectoras en modelos animales de isquemia cerebral,
se ha propuesto que dicha hormona puede ejercer estas propiedades cuando se administra en
machos intactos; sin embargo, se desconoce el periodo de ventana apropiado para el inicio del
tratamiento hormonal en hembras que han sido ovariectomizadas y sometidas a isquemia

cerebral global aguda.

4. HIPOTESIS
El efecto neuroprotector de la progesterona serd mayor en neuronas piramidales de la region
CAL del hipocampo, después de un episodio de isquemia cerebral global aguda en ratas con 15

dias de ovariectomia.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
Explorar el efecto neuroprotector de la progesterona en neuronas piramidales de la region CA1
del hipocampo de ratas ovariectomizadas después de un episodio de isquemia cerebral global

aguda.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la administracion de progesterona sobre el dafio producido a las
neuronas piramidales de la region CAL del hipocampo, después de un episodio de ICGA en

ratas con 15 dias post-ovariectomia.

2. Evaluar el efecto de la administracion de progesterona sobre el dafio producido a las
neuronas piramidales de la region CAL del hipocampo, después de un episodio de ICGA en

ratas con 30 dias post-ovariectomia.
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6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio

Este trabajo de investigacion es un estudio descriptivo mixto, ya que se analizé la poblacion
neural hipocampal posterior a un estado de isquemia cerebral global con un tratamiento
neuroprotector de progesterona.

6.2 Especificaciones de los animales

Para el presente trabajo se utiliz6 un total de 36 ratas hembra de la cepa Sprague Dawley. Los
animales fueron asignados aleatoriamente en 6 grupos (Grupo control 15 dias n=6, Grupo
control de 30 dias n=6, Grupo isquémico de 15 dias sin Tx n=6, Grupo isquémico de 30 dias
sin Tx n=6, Grupo isquémico de 15 dias con Tx n=6 y Grupo isquémico de 30 dias con Tx n=6).
El promedio de edad de los sujetos de estudio fue de 3 meses y un peso de 300-350 gr obtenidos
de la colonia del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, CINVESTAV-Universidad
Auténoma de Tlaxcala. Los animales fueron mantenidos a una temperatura de (23 + 2°C, con un
ciclo invertido de luz-obscuridad (14:10, la luz se apaga a las 10:00h); alimentados con
nutricubos Purina (Purina, México) y agua a libre acceso. EI manejo de los animales y los
procedimientos experimentales se apegaron a los protocolos de la ley mexicana de proteccion
animal (NOM-062-Z00-999).

6.3 Variable de estudio

Nuestra variable de estudio dependiente fue la respuesta a la administracion de P a dosis de 8

mg/kg.
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6.4 Asepsia, cirugias e induccion de la isquemia cerebral global

Los animales fueron sometidos al proceso de isquemia cerebral global aguda de acuerdo a la
metodologia propuesta por (Pulsinelli y Brierley, 1979), la cual consiste en la oclusion de las
cuatro arterias principales que irrigan el cerebro (arterias vertebrales y arterias carétidas)
mediante la implementacion de tres cirugias preparatorias, denominadas ovariectomia,
electrocauterizacion de arterias vertebrales y exposicion de arterias carétidas comunes. Estos
procedimientos se realizaron bajo una asepsia rigurosa, variando Gnicamente el area anatémica
segun correspondié en cada caso, éste manejo tuvo como finalidad garantizar la pulcritud del
area exploratoria, optimizando la recuperacion de los animales, dicho proceso se describe a

continuacion:
6.4.1 Asepsia quirurgica

Es una tecnica de prevencion que intenta evitar la transmisién de microorganismos patdgenos a
los tejidos manipulados durante el proceso operatorio, actuando sobre los 6rganos mediante
productos quimicos llamados antisépticos, los cuales logran la condicion tisular libre de
microorganismos gque producen enfermedades o infecciones. La asepsia quirdrgica consiste en

varios pasos que involucran al cirujano, el material y equipo, asi como el propio paciente.

El primer paso de la asepsia quirdrgica consistio en el lavado profuso con agua y jabon, asi
como la desinfeccion (con yodo o autoclave segun corresponda) del area operatoria,
instrumental y equipo. Una vez garantizada la inocuidad en la utilizacion de la mesa quirurgica,
instrumental y equipo, se realizé la preparacion del cirujano, comenzando con el lavado de
manos en ocho fases, repitiendo la técnica en 3 ocasiones. Una vez concluido el lavado de manos
se procedio a la colocacion cuidadosa de guantes, cubrebocas y bata al cirujano, siendo muy
importante evitar su contaminacion durante el acto. Posteriormente el primer ayudante coloco
cuidadosamente a las ratas y las introdujo en la camara anestésica con ventilacion al 60% de
Sevoflurano para conseguir que el animal entrara en un plano pre-quirtrgico, esto sirve para
facilitar la manipulacion del paciente, de esta forma se logra disminuir su estrés y la posibilidad
de dafio fisico. Con el animal sedado se hizo el rasurado de pelo con maquina en las regiones

anatomicas ventroabdominal, nuca y cuello para la ovariectomia, electrocauterizacion de
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arterias vertebrales y exposicion de arterias carétidas comunes respectivamente. Acto seguido
se procede al lavado del area rasurada y su periferia con agua y jabon, posteriormente con
Benzalconio y finalmente se retira el exceso con gasas. Una vez concluida la asepsia quirtrgica
se posiciona al animal y se procede a la realizacion de las distintas técnicas quirargicas que se
describen enseguida.

Figura 1. Equipo y material quirargico necesarios para la realizacién del protocolo isquémico.

24



6.5 Ovariectomia

La ovariectomia es la definicion establecida para referirse al procedimiento quirdrgico cuyo
objetivo es el de extirpar las génadas sexuales femeninas (ovarios). Este procedimiento
contribuyd a evitar las fluctuaciones en las concentraciones estrogénicas séricas, lo que podria
haber modificado nuestros resultados al estar trabajando con un modelo con fluctuaciones
hormonales variables. Para la realizacion de esta cirugia se posicioné a los animales decubito
dorsal y se comenz6 haciendo una incisién en piel con mango y hoja de bisturi sobre la linea
media ventral al nivel de la interseccion del segundo par de pezones a razon de 0.5 cm
aproximadamente. Enseguida con unas tijeras tipo Mayo se realizo la separacion de la piel y la
fascia muscular para poder incidir los mdsculos abdominales de forma més precisa e ingresar a
cavidad ventroabdominal. Con ayuda de pinzas de exploracion, se localizaron los cuernos
uterinos y se protuyeron. Al estar expuestas las tubas uterinas, se realizé un riego de lidocaina
con epinefrina para disminuir el sangrado y dolor al minimo. Al observar la vasoconstriccion
local inducida, se procedi6 a la colocacion de suturas absorbibles con catgut cromico por debajo
de los cuerpos ovaricos. Una vez que se hizo la hemocontencion ovarica, se realizo el

seccionamiento con tijeras de corte recto Metzembaum.

Al corroborar que no existian hemorragias, las visceras se lubricaron con suero fisiolégico y
fueron reintroducidas para comenzar con la primera sutura de musculo en técnica de U y
posteriormente la sutura de piel con puntos simples separados para concluir con el

procedimiento.
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Figura 2. Proceso quirurgico de extirpacién ovarica (ovariectomia). Es ésta figura se puede
observar la protrusion, extirpacion y sutura de las génadas sexuales femeninas en rata de la
cepa Sprague-Dawley.

6.6 Electrocauterizacion de arterias vertebrales

La segunda cirugia preparatoria que se realizo fue la electrocauterizacion de arterias vertebrales.
En esta cirugia se busca reducir de forma permanente el flujo sanguineo proyectado por estas
arterias sin que se induzca un proceso isquémico propiamente. Para realizar este procedimiento
el animal fue colocado en una posicion decubito ventral y fijado por el tren superior con ayuda
de un aparato estereotaxico. Fue realizada una incision con hoja y mango de bisturi sobre la
linea media dorsal con una longitud de 1 cm aproximadamente, a nivel de la cruz.
Inmediatamente después, con un separador tisular mecanico (blefardstato) y pinzas curvas de
exploracion, se hizo la desunion de los musculos esplénicos cervicales y se localizé el foramen

vertebral. Utilizando un microscopio quirdrgico, asi como un lapiz electrocauterio se
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cauterizaron las arterias vertebrales. Por Gltimo, se realizé una sutura con hilo catgut cromico

000 haciendo puntos simples continuos.

6.7 Exposicion de arterias cardtidas comunes

La exposicién de arterias carétidas comunes fue la tltima de las tres cirugias preparatorias que
se realizaron previas al proceso isquémico. Esta cirugia se practicé con la finalidad de localizar
y exaltar las arterias cardtidas comunes para ser mas facil su ubicacién, retraccion y oclusién
durante el evento isquémico. En primera instancia se procedio a colocar al animal decubito
dorsal y se realiz6 una incision en piel de 1.5 cm aproximadamente con hoja y mango de bisturi
a través de la linea media ventral a nivel del canal vertebral cervical. Posteriormente con micro-
pinzas de exploracion y haciendo uso de un microscopio quirurgico se localizaron los vasos de
interés y fueron separados cuidadosamente del nervio vago. Una vez que se libero el vaso, éste
se abrazo sin ser anudado con sutura no absorbible tipo nylon de forma bilateral. Finalmente se

realiza una sutura en piel con puntos simples continuos y material de sutura indistinta.

6.8 Isquemia cerebral global aguda

Posteriormente a la realizacion de las cirugias preparatorias se prosiguié a ejecutar el
procedimiento isquémico, el cual tiene como proposito inducir un dafio celular cerebral por

ausencia de glucosa y oxigeno.

El proceso inicia con la induccion anestésica del animal a plano pre-quirdrgico mediante una
exposicion inhalatoria de Sevoflurano al 60%. De forma inmediata se colocé al animal decubito
dorsal para retirar la sutura de la cirugia anterior. Con auxilio de micro-pinzas para exploracion
se expusieron las arterias carotidas comunes por retraccion de los hilos posicionados
previamente. Al ir retrayendo cada uno de los hilos, fueron colocados clips quirtrgicos para
ocluir las arterias carétidas comunes, que sumado al proceso de electrocauterizacion ocluyé los

cuatro vasos. Con este paso se inicia propiamente la isquemia cerebral. Quince minutos después
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de haber colocados los clips quirurgicos se hizo el retiro de los mismos. Si al menos 20 minutos
posteriores a la reperfusion el animal permanecia sin recuperar el reflejo de enderezamiento ni
poseer movimientos voluntarios, entonces fue considerado para el estudio. Otros factores a
considerar para ingresar o descartar a los animales en el protocolo de investigacion fueron la
pérdida de peso no mayor a 30 gr entre cada una de las cirugias y la manifestacion clinica de los
signos patognomonicos isquémicos como la piloereccion, asimetria de miembros toracicos y
pélvicos, hiperextensién o hipercontraccion falangica, movimientos rotatorios de cauda, ataxia,
espasmos musculares, movimientos de acicalamiento, respiracién abdominal, movimientos

masticatorios o de pedaleo entre otros.

Figura 3. Signos clinicos patognomdnicos isquémicos en rata hembra de la cepa Sprague
Dawley. En ésta figura se puede apreciar algunos signos clinicos propios de la ICGA como lo
es la asimetria de miembro, la torsion de columnay piloereccion.
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6.9 Perfusién

La perfusion de los animales se hizo siete dias posteriores al proceso isquémico. Para poder
realizarlas las ratas fueron anestesiadas con Sevoflurano y rdpidamente se seccionaron 6rganos
y tejidos con tijera de corte punta recta desde la porcion ventral hasta alcanzar la cavidad toracica
y exponer el corazén. Se les introdujo en el apice inferior del ventriculo izquierdo una aguja
conectada a una bomba de perfusién marca Daigger modelo fisherbrand por la cual se les
perfundieron 400ml de solucion de PBS ph 7.5 e inmediatamente después, 400ml de solucién
de formalina al 10%. Como paso siguiente se realizé la decapitacion de los individuos para la
extraccion del tejido cerebral completo. Una vez obtenido el tejido cerebral, se hizo la seccion

del mismo con navajas, consiguiendo la porcion media que es la de nuestro particular interés.

Estos tejidos fueron crioprotegidos colocandolos en soluciones de sacarosa en concentraciones
del 10%, 20% y 30% durante veinticuatro horas en cada solucion previos a ser sometidos al

proceso histoldgico.

Figura 4. Técnica de perfusion y extraccion de tejido cerebral. En ésta figura podemos aprecia
en la porcién izquierda la perfusion intracardiaca y en la porcion derecha un cerebro en
seccionamiento para su crioproteccién
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6.10 Especificaciones quirargicas y experimentales

Debemos destacar que, para los propdsitos de nuestro estudio, los procedimientos quirtrgicos
preparatorios fueron idénticos para el total de individuos, sin importar el grupo al que
pertenecieron. Sin embargo, el proceso isquémico fue omitido para los animales que
conformaron los grupos control (grupo control de 15 dias post isquemia y grupo control de 30

dias post isquemia).

Una vez recuperados los animales que fueron sometidos al evento isquémico, recibieron una
sola administracién de solucion salina, 10ml/individuo via subcutanea. Esto se realiz6 debido a
que el dafio neural que sufren los animales post-isquemia genera una fuerte deshidratacion horas

posteriores al experimento.

Los dias siguientes al evento isquémico, los individuos fueron manipulados Unica y
exclusivamente para realizar la administracion del vehiculo (aceite vegetal) o P segun

correspondiera, hasta su sacrificio.

6.11 Experimento 1. Efecto de la administracion de P, sobre el dafio producido a las neuronas
piramidales de las regiones CAl, CA2 y CA3 del hipocampo, después de un episodio de

isquemia cerebral global aguda en ratas con 15 dias post-ovariectomia.

Los animales que conformaron el grupo isquémico de 15 dias con tx recibieron la administracion
farmacoldgica de P a dosis de 8mg/kg via intraperitoneal. Esto se hizo dos horas antes del evento
isquémico y una hora después del mismo. Posterior a la culminacion del proceso isquémico, los
individuos de este grupo recibieron administraciones de P 6 horas y cada 24 horas durante 7
dias hasta su sacrificio, cambiando solamente la via de administracion que para efecto de estas
horas y dias fue subcutanea. Para el caso de los animales que conformaron el grupo isquémico
se les designo el mismo cronograma farmacologico antes descrito; sin embargo, el compuesto

que se les administro fue un vehiculo oleoso supliendo a la P.
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Las dosis y las diferentes vias de administracion de la P se basaron el trabajo de Espinoza-
Garcia™ con la finalidad de que a la P se le pudiera ofrecer suficiente tiempo para lograr
adherirse a la mayor cantidad de receptores intracelulares pero que también fuese de forma
rapida. Las dosis subcutaneas estuvieron pensadas en tener una absorcion lenta para extender el

efecto farmacolodgico.

6.11.1 Cronograma quirurgico experimento 1

Para la realizacién del protocolo isquémico, los grupos que fueron asignados al experimento 1,

se les realizé la primera cirugia preparatoria (ovariectomia) en el dia cero.

Al dia nimero cinco se procedio con la segunda cirugia preparatoria (electrocauterizacion de

arterias vertebrales).

En el dia namero doce se les practico a los sujetos de estudio la tercera y ultima cirugia

preparatoria (exposicion de arterias cardtidas comunes).
Es asi, que en el dia namero quince se instauro el evento isquémico propiamente.

Finalmente, el protocolo isquémico culmin6 con el sacrificio y perfusion de los sujetos

experimentales en el dia veintidos, es decir, una semana posterior al evento isquémico.

6.12 Experimento 2. Efecto de la administracion de P, sobre el dafio producido a las neuronas
piramidales de las regiones CAl, CA2 y CA3 del hipocampo, después de un episodio de

isquemia cerebral global aguda en ratas con 30 dias post-ovariectomia.

Los animales que conformaron el grupo isquémico de 30 dias con tx recibieron la administracion
farmacoldgica de P a dosis de 8mg/kg via intraperitoneal. Esto se hizo dos horas antes del evento
isquémico y una hora después del mismo. Posterior a la culminacion del proceso isquémico, los
individuos de este grupo recibieron administraciones de P 6 horas y cada 24 horas durante 7

dias hasta su sacrificio, cambiando solamente la via de administracion que para efecto de estas
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horas y dias fue subcutanea. Para el caso de los animales que conformaron el grupo isquémico
se les designd el mismo cronograma farmacoldgico antes descrito; sin embargo, el compuesto

que se les administro fue un vehiculo oleoso supliendo a la P.

Como ya se menciono, las dosis y las diferentes vias de administracién de la P se basaron el
trabajo de Espinoza-Garcia’ y se realizaron con la finalidad de que a la P se le pudiera ofrecer
suficiente tiempo para lograr adherirse a la mayor cantidad de receptores intracelulares pero que
también fuese de forma répida. Las dosis subcutaneas estuvieron pensadas en tener una

absorcion lenta para extender el efecto farmacoldgico.

6.12.1 Cronograma quirurgico experimento 2

Para la realizacion del protocolo isquémico, los grupos que fueron asignados al experimento 2,

se les realizé la primera cirugia preparatoria (ovariectomia) en el dia cero.

Al dia numero veinte se procedié con la segunda cirugia preparatoria (electrocauterizacion de

arterias vertebrales).

En el dia nimero veintisiete se les practicéd a los sujetos de estudio la tercera y ultima cirugia

preparatoria (exposicidn de arterias cardtidas comunes).
Es asi, que en el dia nmero treinta se instaurd el evento isquémico propiamente.

Finalmente, el protocolo isquémico culmind con el sacrificio y perfusion de los sujetos

experimentales en el dia treinta y siete, es decir, una semana posterior al evento isquémico.
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6.13 Evaluacion Histoldgica

Una vez crioprotegidos los tejidos cerebrales se realizo el proceso histolégico comenzando por
la obtencion de ldminas tisulares de 16pum de grosor con un criostato marca Leyca. Se secciond
toda la formacion hipocampal y se montaron en laminillas preparadas con grenetina. Para

concluir el proceso histoldgico el tejido se tifi6 con la técnica de violeta de cresilo.

Figura 5. Tejido cerebral en criostato y tren de tincion. En ésta figura podemos visualizar en
la porcidn izquierda tejido cerebral montado en criostato listo para ser cortado y en la porcion
derecha un tren de tincion para realizar el proceso histologico con la técnica violeta de cresyl.
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Posteriormente se capturaron imagenes panoramicas y regionales con aumentos de 5X, 10X,
20X y 40X en las porciones hipocampales CA1, CA2 y CA3 con un microscopio optico marca
Leyca. Finalmente se realizé el conteo de las poblaciones neurales hipocampales en las regiones
antes mencionadas de forma bilateral en tres muestras por animal y en un campo de 1000pum?
se consideraron las coordenadas del atlas de Paxinos desde Interaural 5.40mm y Bregma -
3.60mm hasta Interaural 4.48mm y Bregma -4.52, para la obtencién de los cortes. De esta
manera se determiné de forma manual el total de células piramidales en cada campo y en

consecuencia los efectos de la ICGA asi como del tratamiento probado.

Figura 6. Microscopia de la formacion hipocampal porcion derecha. Region CAle, Regidn
CA2A, Regién CA3v. Escala 100u. Aumento 5x.
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7. RESULTADOS
Experimento 1. Efecto de la administracion de P, sobre el dafio producido a las neuronas
piramidales de las regiones CA1l, CA2 y CA3 del hipocampo, después de un episodio de
isquemia cerebral global aguda en ratas con 15 dias post-ovariectomia.

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que en la region CA1 del hipocampo, la
isquemia redujo draméaticamente el conteo neuronal de las hembras que sufrieron la isquemia
en comparacion con el grupo control (Figura 7). Sin embargo, cuando se administro la P, ésta
produjo un efecto neuroprotector sobre las neuronas piramidales de esta regién del hipocampo,
llegando a ser significativo (p<0.001) cuando se compard con el grupo que suftrid la isquemia,

sin llegar a lograr una recuperacion tan importante como los animales control.

Control

Ndmero de células piramidales

Figura 7. Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CAL del hipocampo en ratas con 15 dias post-ovariectomia posterior a un evento
isquemico. Los asteriscos sobre el grupo que recibio el evento isquémico indican comparacion
con el grupo control, mientras que los asteriscos sobre la barra del grupo que recibio la P,
indican comparacion con el grupo isquémico. Prueba t-test. ***P<0.001. Control (C),
Isquemia (1), Isquemia + Progesterona (1+P).
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La figura 8 muestra el nimero de células piramidales en la region CA2 del hipocampo posterior
a un evento isquémico en hembras con 15 dias post-ovariectomia. La administracion de P no
produjo un efecto neuroprotector significativo en células piramidales de la region CA2 del
hipocampo posterior a un evento isquémico en comparacion con las ratas del grupo control, asi

como las ratas del grupo que no recibid tratamiento.

Control
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Figura 8. Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CA2 del hipocampo en ratas con 15 dias post-ovariectomia posterior a un evento
isquemico. Control (C), Isquemia (1), Isquemia + Progesterona (1+P).
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La figura 9 muestra el nimero de células piramidales en la regién CA3 del hipocampo posterior
a un evento isquémico en hembras con 15 dias post-ovariectomia. La administracion de P no
produjo un efecto neuroprotector significativo en células piramidales de la region CA3 del

hipocampo posterior a un evento isquémico en comparacion con las ratas del grupo control asi

como las ratas del grupo que no recibid tratamiento.
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Figura 9. Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CA3 del hipocampo en ratas con 15 dias post-ovariectomia posterior a un evento
isquémico. Control (C), Isquemia (I), Isquemia + Progesterona (1+P).
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Experimento 2. Efecto de la administracion de P, sobre el dafio producido a las neuronas
piramidales de las regiones CA1l, CA2 y CA3 del hipocampo, después de un episodio de
isquemia cerebral global aguda en ratas con 30 dias post-ovariectomia.

La figura 10 muestra el nimero de células piramidales en la region CA1 del hipocampo posterior
a un evento isquemico en hembras con 30 dias post-ovariectomia. La administracion de P
produjo un efecto neuroprotector significativo (p<0.001) en células piramidales de la region
CAL1 del hipocampo posterior a un evento isquémico en comparacion con las ratas del grupo

control, asi como las ratas del grupo que no recibié tratamiento.
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Figura 10 Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CA1 del hipocampo en ratas con 30 dias post-ovariectomia posterior a un evento
isquemico. Los asteriscos sobre el grupo que recibio el evento isquémico indican comparacion
con el grupo control, mientras que los asteriscos sobre la barra del grupo que recibid la P,
indican comparacion con el grupo isquémico. Prueba t-test. ***P<(.001. Control (C),
Isquemia (1), Isquemia + Progesterona (1+P).
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La figura 11 muestra el nimero de células piramidales en la region CA2 del hipocampo posterior

a un evento isquémico en hembras con 30 dias post-ovariectomia. La administracion de P no

produjo un efecto neuroprotector significativo en células piramidales de la region CA2 del

hipocampo posterior a un evento isquémico en comparacion con las ratas del grupo control, asi

como las ratas del grupo que no recibid tratamiento.
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Figura 11. Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CA2 del hipocampo en ratas con 30 dias post-ovariectomia posterior a un evento

isquémico. Control (C), Isquemia (I), Isquemia + Progesterona (1+P).
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La figura 12 muestra el nimero de células piramidales en la region CA3 del hipocampo posterior
a un evento isquémico en hembras con 30 dias post-ovariectomia. La administracion de P no
produjo un efecto neuroprotector significativo en células piramidales de la region CA3 del
hipocampo posterior a un evento isquémico en comparacion con las ratas del grupo control, asi

como las ratas del grupo que no recibié tratamiento.
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Figura 12. Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CA3 del hipocampo en ratas con 30 dias post-ovariectomia posterior a un evento
isquémico. Control (C), Isquemia (I), Isquemia + Progesterona (1+P).
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La figura 13 muestra la comparacién del nimero de células piramidales en la region CA1 del
hipocampo, entre las hembras con 15 y 30 dias post-ovariectomia posterior a un evento
isquémico y que recibieron el tratamiento de 8mg/kg de P. Es interesante sefialar que la
administracion de P produjo un mayor efecto neuroprotector (p<0.001) en células piramidales
de la regién CA1 del hipocampo posterior a un evento isquémico, en las ratas con 15 dias post-
ovariectomia en comparacion con las ratas del grupo con 30 dias post-ovariectomia. El analisis
de los datos normalizados y de la tasa de sobrevivencia celular confirman que existe una
diferencia significativa entre los grupos Isq + P con 15 y 30 dias post ovariectomia, Véase (Tabla
1)

15 dias post OVX 30 dias post OVX
|+ P . I+P

100 -

80 1

60 -

40
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Figura 13 Efecto de la administracion de 8mg/kg de P, sobre el nimero de células piramidales
de la region CAL del hipocampo en ratas con 15y 30 dias post-ovariectomia posterior a un
evento isquémico. Los asteriscos sobre el grupo de 30 dias indican comparacion con el grupo
de 15 dias post-ovariectomia. Prueba t-test. ***P<0.001. Isquemia (I), Isquemia +
Progesterona (1+P).
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Tabla 1. Resultados normalizados y tasa de sobreviviencia de los grupos experimentales con

15 y 30 dias post-ovariectomia.

Condicion Tratamiento Media del conteo Media Tasa de
(1000um’) normalizada | sobrevivencia
(%)
- Control 83 86.24 100
2
K >>< Isq 16.35%* 16.99** 15.3%*
S O
= Isq+P 31.22%x* 32.44%% 37.62%*
- Control 71.19 85.72 100
2
2% |Isq 7.4%% 7.26%* 8.52%+
< O
A Isq + P 14.56%* 18.84%* 20%%

Los asteriscos en los grupos isquémicos muestran la comparacion con el grupo control,
mientras que los ubicados en los grupos isquémicos mas progesterona, muestran comparacion

con el grupo isquémico; **p<0,01.
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8. DISCUSION
Los resultados del presente trabajo muestran que la implementacion de un protocolo
farmacoldgico de P, utilizando dosis de 8mg/kg para ratas que fueron ovariectomizadas 15 y 30
dias previamente a ser sometidas a un proceso isquémico, les produjo una mayor
neuroproteccion hipocampal en contraparte con los grupos control a los que no se les administro
la hormona. El efecto farmacoldgico neuroprotector de la P fue evidenciado en la supervivencia
neural de las células piramidales que conforman la regién CA1 del hipocampo. Nuestros
resultados concuerdan con los expuestos por Morali y cols.”®, quienes reportaron la
conservacion de las poblaciones de células piramidales en la region CA1 del hipocampo en ratas
que fueron sometidas a un evento isquémico y a quienes se les instaur6 un procedimiento
farmacoldgico de P con una supervivencia de 21 dias. En dicho estudio los autores mencionan
que al examen histoldgico, los tejidos cerebrales de las ratas que fueron tratadas con el vehiculo
isquémico, exhibieron una sustancial reduccion en el tamafio poblacional de las neuronas
piramidales hipocampales de las regiones CAly CA2 (12% y 29% de neuronas sobrevivientes,
respetivamente), asi como una disminucién menos critica en las regiones CA3 y CA4 (68% y
63% de neuronas sobrevivientes, respectivamente), esto en comparacion con las ratas de grupos
expuestos a cirugias simuladas. Los resultados obtenidos por estos autores mostraron que el
tratamiento con P culmind en una significativa preservacion de las células piramidales en la
region CAL (40%) del hipocampo. Los autores concluyeron que la P probablemente pueda
interferir con uno o varios de los diversos mecanismos fisiopatoldgicos isquémicos que

producen el dafio neural selectivo.

Para efecto de nuestro experimento, las regiones hipocampales CA2 y CA3 no mostraron
diferencias significativas en el nimero de células piramidales para las ratas que recibieron el
tratamiento farmacolégico con P comparadas con los grupos control. Los resultados que
obtuvimos en estas regiones se homologan con lo publicado por maltiples autores que utilizando
P u otros compuestos neuroprotectores para dafio isquémico han reportado efectos
neuroprotectores significativos para la region CAL pero no para CA2, CA3, CA4, Hilus o Giro

Dentado, como lo descrito por Espinosa-Garcia y cols.””’®
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Wass y cols.’, sefialan que el dafio celular isquémico es consecuencia de un déficit en el aporte
de glucosa y el oxigeno a través del flujo sanguineo. Al ser las células piramidales de la region
CA1 del hipocampo las neuronas que reciben una mayor cantidad de aferencias glutamatérgicas,
esto les confiere una elevada demanda de glucosa y oxigeno, por lo tanto, una mayor
susceptibilidad al dafio celular una vez que son privados de esos elementos. De esta manera la

region CA1 del hipocampo es mas susceptible que las deméas porciones hipocampales.

Aungue nuestros resultados muestran que existié una respuesta neuroprotectora significativa
para la porcién CA1 del hipocampo, cabe sefialar que la supervivencia celular en ésta area fue
mejor para los animales pertenecientes al experimento 1, conformado por los ratas que fueron
ovariectomizadas con 15 dias de antelacion al proceso isquémico en comparacion con las ratas
que se asignaron al experimento 2, en el cual, tenian 30 dias de haber sido ovariectomizadas
antes de ser sometidas al evento isquemico; es decir, la neuroprotreccion por P ante isquemia,
tuvo mayores beneficios en los animales que tenian menos tiempo de haber sido
ovariectomizadas. Estos resultados son particularmente interesantes, ya que la asociacion
médica americana y Radley® describieron una respuesta semejante en la mujer, ya que, al
administrar tratamientos de reemplazo hormonal ante patologias cerebrales, observaron que
estos tratamientos sOlo eran efectivos en mujeres que se encontraban en etapas peri-
menopausicas y no asi para aquellas que ya se encontraban en edades post-menopausia, en las
cuales incluso hubo efectos adversos. Lo anterior puede ser explicado por el estudio de Tameh
y cols.®L, en el que identifican al receptor de la P que se localiza en la regién CA1 del hipocampo
como estrogeno-dependiente, lo que implica que su biodisponibilidad y por tanto su capacidad
de accion estan directamente relacionados con los niveles estrogénicos circundantes. Esto es; a
mayores concentraciones estrogénicas séricas mayor biodisponibilidad de recetor a P, lo que
conlleva a mejores efectos farmacoldgicos e inversamente proporcional. Es por ello, que en
mujeres perimenupausicas se manifiestan resultados mas benéficos comparados con las mujeres
en edades post-menopausia, asi como para los animales del experimento 1y 2 respectivamente.
Esto debido a que se sabe que existe una reduccién paulatina en los niveles circulantes

estrogénicos al realizar la extirpacion ovarica en ratas, dichos niveles decaen dos semanas
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posteriores a la cirugia y a la cuarta semana post-ovariectomia las concentraciones estrogénicas

séricas se encuentran en niveles basales.8283.8485

El trabajo de Liu y cols.?®, apoya la teoria de que el efecto neuroprotector de la progesterona sea
debido a su accion a través del receptor de la P, ya que al administrar P en animales KO para el
receptor de P y animales silvestres, posterior a la oclusion de la arteria cerebral media se observé
una mayor neuroproteccion en los animales silvestres en comparacion de los animales KO.
Otros estudios en modelos isquémicos como los realizados por Bramlettw y Dietrich 8 que
fueron enfocados en la respuesta neuroprotectora de la P exdgena en individuos con diversas
concentraciones estrogenicas circundantes, demostraron que a menor concentracion de

estrogenos mayor era el dafio isquémico.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten concluir que:

1.- La administracién de progesterona en hembras con 15 y 30 dias post-ovariectomia, produjo
un efecto neuroprotector significativo en células piramidales de la regién CALl del hipocampo
posterior a un episodio isquémico. Dicho efecto puede estar relacionado con las concentraciones

estrogénicas séricas.

2.- Los niveles estrogénicos séricos son mayores en hembras con 15 dias post-ovariectomia,
comparado con los del grupo de 30 dias post-ovariectomia, lo que propicia una mayor y una

menor biodisponibilidad del receptor a progesterona respectivamente.

3.- Los resultados obtenidos en este estudio, apoyan la teoria que sefiala al receptor a
progesterona como el principal mediador en las respuestas neuroprotectoras de esta hormona en

células piramidales del hipocampo ante dafio isquémico.
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10. PERSPECTIVAS
El presente estudio ha sido de gran relevancia para seguir esclareciendo los cambios fisioldgicos
que se generan durante los episodios isquémicos y es de utilidad para el entendimiento de los
procesos neuroprotectores desencadenados por la presencia de hormonas gonadales como la
progesterona. A pesar de que este tipo de estudios arrojan luz sobre los posibles tratamientos
que pueden implementarse en la clinica humana, ain no existe ningln protocolo farmacolégico
o terapia realmente eficaz para prevenir o revertir los dafios cerebrales causados por los eventos
isquémicos. Para futuros estudios es importante implementar protocolos de investigacién que
nos permitan determinar la concentracion y el efecto de las moléculas que generan el dafio
celular propiciadas por los ACV, esto con la finalidad de obtener un acercamiento mas real del

comportamiento de las mismas y de esta manera revertir o prevenir su dafio.
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Cartel: La isquemia cerebral global reduce el nimero de células piramidales del hipocampo en
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Cartel: Acute global ischemia decreases the pyramidal cells population in the CAl region of
the hippocampus in female rats with 15 and 30 days post-ovariectomy. Presentado en la ciudad
de Chicago IL, en la reunién anual de la Society for Neuroscience del 19-23 deOctubre de 2019.
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