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RESUMEN

La isquemia cerebral global es causada por la obstruccion de los vasos sanguineos que provocan
la disminucion del flujo sanguineo hacia el cerebro. Esta condicion provoca que las células
nerviosas sufran un déficit en la disponibilidad de oxigeno y glucosa que afecta su proceso
metabolico. Diversos trabajos han evaluado el efecto neuroprotector de diferentes hormonas
ante un dafio isquémico, dentro de las hormonas mas estudiadas estan los estrdgenos y la
progesterona. Sin embargo, se ha propuesto que la tibolona (un esteroide sintético) que ha sido
clinicamente utilizado para disminuir los sintomas que se presentan en mujeres menopadsicas,
y que podria ser utilizado como un agente neuroprotector ante el evento isquémico, debido a su
afinidad tanto por el receptor de estrégenos, asi como por el de progesterona. El objetivo del
presente trabajo fue explorar el efecto neuroprotector de la tibolona y el estradiol, ante el dafio
producido en la poblacién de neuronas piramidales de la region CA1, CA2 y CA3 del hipocampo
producido por isquemia cerebral global aguda en ratas. Se utilizaron ratas macho de la cepa
Sprague Dawley con un peso de 350 a 400 g, a los que se sometié a un evento isquémico por
oclusion de los 4 vasos (4VO), de acuerdo con el modelo propuesto por Pulsinelli y Brierley
(1979). Los animales fueron asignados aleatoriamente en los siguientes grupos: a) grupo sham,
b) grupo isquémico sin tx, ¢) grupo isquémico con tx de estradiol (4mg) y d) el grupo isquémico
con tx de tibolona (1mg). Los grupos experimentales recibieron dicho tratamiento a la hora, a
las 6 hrs y cada 24 horas posterior al evento isquémico hasta el dia del sacrificio en el dia 7 pos
isquemia, en el que se perfundieron y se obtuvo el tejido cerebral. El tejido fue reservado y
posteriormente procesado por medio de la tincion de Nissl para evaluar la sobrevivencia de las
neuronas piramidales en las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo. Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran que la administracion de 4mg/kg de estradiol promovid la
sobrevivencia neuronal en la region CA1 del hipocampo en comparacion con el grupo control
(p< 0.01). Ademas, el grupo tratado con 1mg/kg de tibolona también promovio la sobrevivencia
de las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo con respecto a los animales del
grupo control (p< 0.001). En las regiones CA2 y CA3 del hipocampo los conteos celulares no
mostraron diferencias significativas, en relacion con el grupo control. Adicionalmente, los datos
obtenidos en el presente estudio mostraron que la tibolona tuvo un mejor efecto neuroprotector

en comparacion con el grupo tratado con estradiol ante un episodio de isquemia cerebral global

VI



aguda en la rata. Los resultados sugieren que la tibolona ejerce mayor efecto neuroprotector
probablemente debido a la afinidad de unidn a distintos receptores hormonales como los de

estrogenos y los de progesterona.
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1. INTRODUCCION

El accidente cerebrovascular o enfermedad vascular cerebral (ACV; EVC) es una de las causas
principales de muerte en la poblacién mexicana y ocupa el segundo lugar a nivel mundial. La
enfermedad cerebrovascular se refiere a un trastorno en el cual un area del encéfalo es afectada
de forma transitoria o permanente debido al efecto de una isquemia o bien por una hemorragia
cerebral (Diez y cols. 2001). EI ACV se produce por la interrupcion del flujo sanguineo hacia
el cerebro que provoca que se genere un proceso de excitotoxicidad producida por el glutamato,
el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, el rompimiento de la barrera hematoencefalica,
la inflamacién y la muerte celular Los efectos terapéuticas tienen como objetivo fundamental
la identificacion y evaluacion de los eventos deletéreos de esta cascada (neuroproteccion), o la
induccién de procesos enddgenos de reparacion cerebral (neurorestauracion; Campos y cols.
2016).

Desafortunadamente, los tratamientos clinicos que existen actualmente y que son aplicados para
reducir la morbilidad, reparar o prevenir el dafio causado por eventos isquémicos, como el
manitol, los barbitdricos, los corticoesteroides, la hiperventilacion y el drenaje del liquido
cefalorraquideo, no han sido muy efectivos (Roberts y Counsell 1998). Por esta razén, el
objetivo de la neuroproteccion es intervenir en el proceso para que las células comprometidas
por un episodio isquémico que estan a punto de morir puedan salvarse, ya que, aunque la cascada
isquémica ha sido intensamente estudiada, no ha sido completamente entendida.

1.1. Enfermedad vascular cerebral

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la enfermedad vascular cerebral (EVC)
como los sintomas y signos neuroldgicos focales, cuyo inicio es subito y puede llevar a la muerte
debido a la insuficiente aportacion de sangre al cerebro (Gonzalez y Landinez 2016). Cuando

los sintomas del padecimiento persisten durante mas de 24 horas se le denomina enfermedad
vascular cerebral, si los sintomas remiten en menos de un dia se le denomina ataque isquémico
transitorio (Cabrera y cols. 2008). El accidente o ataque cerebrovascular, apoplejia y el término
latino ictus, son términos semejantes, al igual que su correspondiente en idioma inglés: stroke,

significa golpe, indicando el carécter brusco y subito de la patologia (Amarenco y cols. 2009).



1.1.1. Epidemiologia

En el ser humano, las enfermedades cerebrovasculares son un problema de salud publica a nivel
mundial debido a que ocasionan altas cifras de incapacidad permanente, mortalidad y un fuerte
gasto econdmico para las instituciones de salud ya que al afio mueren en el mundo 5.5 millones
de personas, de las cuales el ataque isquémico representa el 87% de todos los casos (Go y cols.
2014). Esta patologia, representa la segunda causa de muerte en el mundo y la primera causa de
discapacidad en los adultos (Bejot y cols. 2007). En el 2013, en los Estados Unidos,
aproximadamente 795,000 personas experimentaron un dafio cerebrovascular por primera vez
0 de manera recurrente (isquémico o hemorragico). En promedio cada 40 segundos alguna
persona en los Estados Unidos presenta alguna enfermedad cerebrovascular (Fernandez y cols.
2008). El alto porcentaje de la presencia de estos padecimientos se puede asociar a la edad
avanzada y sobre todo a los principales factores de riesgo como dislipidemias, hipertension
arterial, diabetes mellitus, enfermedades cardiacas y tabaquismo (Avila y cols. 2012). Ademas,
en paises desarrollados, alrededor del 10% de las muertes también se deben a enfermedades
vasculares cerebrales; de este porcentaje, el 80% de los ictus son de origen isquémico.

En México esta patologia es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad y afecta
a toda la poblacion, aunque aumenta a partir de los 55 afios (Fernandez y cols. 2008). La
prevalencia de infarto cerebral en personas de 55 a 65 afios es alrededor del 11%; esta
prevalencia aumenta a 22% entre los 65 y 69 afios, 28% entre 70 y 74 afios, 32% entre 75y 79
afios, 40% entre 80 y 85 afios y 43% en mayores de 85 afios. Una encuesta realizada en el 2007,
sobre la prevalencia en pacientes mayores de 65 afios que viven en areas urbanas de paises con
ingresos bajos como Cuba, Republica Dominicana, Perl, Venezuela, México y China,
mostraron tasas que oscilaron entre 65 y 91 por cada 1000 habitantes (Gonzélez y Landinez.
2016).

1.1.2. Clasificacion

El EVC es una condicion heterogénea que se clasifica bajo distintos criterios, de acuerdo con su
naturaleza, se han descrito dos subtipos patoldgicos: isquemia cerebral y hemorragia (Gonzéalez
y Landinez 2016).



La isquemia cerebral puede ser de tipo global o focal, en donde en ambos casos la causa puede
ser la obstruccién de los vasos sanguineos que suministran sangre a la totalidad o a la mayor
parte del cerebro; si la disminucion del flujo de sangre se produce hacia todo el cerebro se
denomina isquemia global, la que suele ocurrir durante un ataque cardiaco o una hipotension
sistémica aguda. Sin embargo, si sélo se produce la oclusion de los vasos que suministran sangre
a un area determinada del cerebro generara una isquemia focal (Durukan y Tatlisumak 2007).
La duracion del proceso en la isquemia focal se clasifica en infarto cerebral o accidente
isquémico transitorio (AIT), en funcidn del déficit isquémico y si éste es revertido o no antes de
24 horas (Diez y cols. 2001).

La isquemia cerebral global afecta de forma difusa los hemisferios cerebrales y puede asociarse
0 no a una lesién del tronco del encéfalo y/o cerebelo. Las derivaciones clinicas van desde un
déficit cognitivo leve (memoria y atencidn) o bien un estado vegetativo persistente por necrosis
neocortical. En caso extremo se puede producir la muerte cerebral por una afectacion tronco-
encefalica si la duracidn es prolongada (Diez y cols. 2001).

La hemorragia cerebral se define como el derrame sanguineo producido en el interior del cerebro
debido a una rotura vascular. Esta patologia representa de un 15 a un 20% de todos los ictus. De
acuerdo con su localizacion, se subclasifica en dos tipos. En primera instancia la hemorragia
intracerebral (HIC), es producto de la ruptura espontanea (no traumatica) de un vaso, dando
lugar a una coleccion hematica en el parénquima cerebral (hemorragia cerebral) o en el espacio
subaracnoideo, es decir una hemorragia subaracnoidea (HSA) (Gonzalez y Landinez 2016; Diez
y cols. 2001).

El impacto de la isquemia cerebral depende de la gravedad y la duracion de la reduccion del
flujo sanguineo (Cassiani y Borrero 2013). Una isquemia poco grave pero prolongada produce
cambios equivalentes a una isquemia corta y grave; sin embargo, se ha determinado que algunos
fendmenos moleculares, como la inhibicidn de la sintesis proteica, son los mismos sin importar

la duracion del evento isquémico (Mies y cols. 1991).
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Figura 1. Clasificacion de la enfermedad cerebrovascular segun su naturaleza. EVC:
enfermedad vascular cerebral; AIT: accidente isquémico transitorio; HIC: hemorragia
intracerebral; HSA: hemorragia subaracnoidea. Modificado de Diez y cols. 2001.

1.1.3. Etiologia

Las causas frecuentes para desarrollar alguin tipo de EVC son ateroesclerosis de grandes arterias,
causas de origen cardioembdlico, enfermedad de pequefios vasos, hipertension, malformacion
arteriovenosa, angiopatia amiloide, trastorno hemorragico, aneurisma cerebral, farmacos,
drogas, toxemia del embarazo, peri mesencefélica, puerperio, uso de anticonceptivos orales,
sindrome antifosfolipido y algunas otras causas no determinadas (Cantd y cols. 2011).

1.1.4. Factores de riesgo

Los factores de riesgo pueden clasificarse en: no modificables, mayores y menores. Los
primeros incluyen edad avanzada, sexo, herencia y raza; en los factores mayores engloba la
hipertension arterial, diabetes mellitus, dislipidemias y enfermedades cardiacas (isquémicas,
valvulares y arritmicas); mientras que los factores menores agrupan el habito de fumar,

sedentarismo, obesidad y alcoholismo (Pérez y cols. 1998).



1.2. Fisiopatologia de la isquemia

La enfermedad cerebrovascular isquémica es resultado de la disminucion del flujo sanguineo
cerebral (FSC) global y como consecuencia principal general la falta de oxigeno y glucosa
necesarios para el metabolismo celular cerebral (Neumar 2000), y puede ser a consecuencia de
la oclusion de una arteria que irriga un territorio especifico del encéfalo afectando areas
vulnerables como el tallo cerebral, hipocampo, cerebelo y corteza cerebral (Lépez 2003;
Durukan y Tatlisumak 2007). Cuando se presenta la cascada de eventos bioquimicos que inicia
con la perdida de energia y que culmina en muerte neuronal, también se produce un exceso de
aminoacidos excitatorios extracelulares, inflamacién, formacion de radicales libres y la entrada
de calcio a la neurona (Arauza y Ruiz 2012).

Las caracteristicas del dafio cerebral dependen de la gravedad y duracién de la reduccion del
FSC (Durukany Tatlisumak 2007). En condiciones fisioldgicas normales, el activo metabolismo
cerebral se mantiene en estrecha relacion con el FSC ej. 50-60 ml/100g/min en el hombre
(Guevaray cols. 2004) y de 100-120 mI/100g/min en la rata (Ginsberg 2003), el cual se mantiene
regulado de forma dinamica con la presion arterial y con la barrera hematoencefalica. Los
valores normales de flujo sanguineo cerebral garantizan una liberacion continua de oxigeno y
glucosa como substratos imprescindibles en el mantenimiento de los potenciales de membrana
celular y la homeostasis ionica, de manera local en las distintas regiones cerebrales, que reflejan
adaptaciones especificas de acuerdo con la especie (Candelario 2009).

1.3. Cascada isquémica

La reduccion del flujo sanguineo cerebral es un evento critico que origina una serie de cambios
funcionales, bioquimicos y estructurales que culminan en la muerte neuronal irreversible (Zarco
y cols. 2008).

El deterioro energético esta relacionado con la interrupcion de los procesos de fosforilacion
oxidativa y el déficit en la produccion de adenosin trifosfato (ATP; Arango y cols. 2004), la
falla en las bombas i6nicas y estimulacion persistente de los receptores de glutamato que
produce toxicidad sobre las neuronas del area comprometida (Brott y Bogousslavsky 2000).

Esta sobrecarga de glutamato conduce a la estimulacion prolongada de receptores ionotropicos



de glutamato de tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) y de
receptores acido N-metil-D-aspartico (NMDA), que aumentan drasticamente el influjo de Ca+,
Na+, K+ y agua en las neuronas (Won y cols. 2002). El sodio y el cloro ingresan al citosol por
los canales ibnicos monovalentes acompafiado de difusion pasiva de agua que mas tarde produce
edema citotdxico. Por otro lado, el incremento masivo de Ca+ activa fosfolipasas que lesionan
la membrana de la célula, generan &cidos grasos libres y producen a su vez acido araquidonico,
prostaglandinas y leucotrienos. Ademas, el calcio estimula la activacion de proteasas,
lipooxigenasas, ciclooxigenasas oxidasa de xantinas y sintetasas de 6xido nitrico que da como
resultado acumulacion de radicales libres citotdxicos (Zarco y cols. 2008).

La acumulacién excesiva de iones y la desregulacion simultanea de varias vias de sefializacion
provocan la alteracion de la funcidn neuronal y conducen a la muerte celular (Won y cols. 2002),
a través de la produccidn de necrosis y apoptosis (Spada y cols. 2003). La necrosis prevalece en
el centro del infarto mientras que la apoptosis en el area de penumbra isquémica (Zarco y cols.
2008). Ambos tipos de muerte celular estan relacionados en el dafio cerebral producido por la
isquemia, ya que en una misma lesién algunas células mueren por necrosis, otras por apoptosis

y otras por una combinacion de ambas (Graham y Chen 2001).

1.3.1. Necrosis

La muerte celular por necrosis es un proceso donde existe deplecion subita de energia (Ashe y
Berry 2003), en especial de ATP, seguida de dafio a la membrana plasmatica y de la consecuente
alteracion en el intercambio de iones. Cuando el flujo sanguineo de una regién cerebral
disminuye, la supervivencia del tejido en riesgo depende de la intensidad y de la duracion de la
isquemia y de la disponibilidad de circulacion colateral (Spada y cols. 2003).

La necrosis se produce en el cerebro de manera indiscriminada y desordenada, como
consecuencia de la pérdida de la homeostasis celular secundaria a la anoxia o la interrupcion
brusca del aporte de nutrientes. Morfoldgicamente, la célula necrética se identifica
principalmente por la pérdida de integridad de su membrana plasmatica, la fragmentacion de la
cromatina, una condensacién y reduccion del volumen del citoplasma, agregados de
mitocondria, ribosoma y condensacion del nucleo. Habitualmente la necrosis, afecta a un gran

numero de células, ya que crecen a medida que captan agua y al final terminan por fragmentarse



vertiendo todo el material celular al tejido circundante. Los fragmentos celulares que se generan

son denominados “cuerpo apoptéotico” (Mehta y cols. 2007; Zarco y cols. 2008).

1.3.2. Apoptosis

La apoptosis se genera mediante una serie de cambios ordenados y estrechamente regulados por
la expresion de genes que suprimen o promueven la muerte celular y la actividad de una familia
de proteasas, dependientes de la cisteina y especificas del aspartato, denominadas caspasas
(Zarco y cols. 2008). Asi, inicialmente, se libera citocromo C de la mitocondria (via intrinseca)
al citoplasma, donde interactia con factores citosdlicos como factor de activacion de la
peptidasa apoptotica 1 (Apafl) y caspasa-9; ademas, activa la caspasa-3 con el subsecuente
clivaje de proteinas sustratos, dentro de las que se incluye la poli-ADP-ribosa polimerasa (Yuan
2009). Por otra parte, algunas sefiales extracelulares desencadenan el proceso apoptotico al
unirse a su ligando presente en la membrana plasmatica de la célula blanco (via extrinseca;
Nagata 1999).

Isquemia Cerebral

|Via intrinseca| |Via extrinseca

’

4
' 3

Mitocondria  Receptor de muerte

Caspasas Caspasas

Apoptosis

Figura 2. Cascadas de sefializacion apoptotica tras la isquemia cerebral. La apoptosis puede
iniciarse por eventos internos (es decir, la "via intrinseca™) que implican la ruptura de las
mitocondrias y la liberacion del citocromo C, que conduce a la activacion posterior de las
caspasas. Alternativamente, los receptores de la superficie celular pueden ser activados por
ligandos especificos que se unen a los "receptores de la muerte™ (es decir, la "via extrinseca").



El proceso apoptético puede ser dividido en tres etapas: la primera fase es la de iniciacion, en la
cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la muerte; en la segunda o de ejecucion, se dan
la mayor parte de los cambios morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos de la apoptosis; por
altimo, en la tercera etapa o de eliminacién, los restos celulares son degradados por los
macréfagos y células adyacentes (Hengartner 2000), la cual es caracterizada por la
fragmentacion de la cromatina, reduccion de volumen y condensacion del citoplasma, agregados
de mitocondria y ribosoma y condensacién del ndcleo. Los fragmentos celulares generados
conforman el denominado “cuerpo apoptdtico” (Zarco y cols. 2008).

Las células reciben constantemente sefiales de vida y muerte, es el contexto celular el que
determina el resultado final. De manera normal, las células poseen internamente la maquinaria
enzimatica necesaria para ejecutar el programa apoptotico. Se ha propuesto que la sefal
apoptatica induce la muerte celular a través de la degradacién de proteinas anti-apoptoticas que
estan regulando la vida de las células. Se han descrito varias moléculas que participan en esta
regulacién, y de acuerdo con su estructura se pueden agrupar en familias.

Entre las mas importantes se pueden citar a las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPSs;
inhibitors of apoptosis proteins), a las proteinas miembro de la familia de Bcl-2 y a las FLIP
(del inglés FLICE caspasa 8-inhibitory proteins; Sanchez y Diosdado 2003).

Parte de la familia Bcl-2, se encuentran moléculas pro y anti-apoptéticas.

Las proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2 y Bcl-xL), contienen moléculas que participan regulando
la apoptosis al controlar la permeabilidad mitocondrial y la liberacion del citocromo C (Kroemer
y cols. 1997; Hengartner 2000). (Boise y Thompson 1997). Mientras que los miembros pro-
apoptoticos (Bad, BID, Bax, y Bim) residen en el citosol y se translocan a la mitocondria
después de recibida la sefial de muerte donde promueven la liberacion del citocromo C (Yoshino
y cols. 2001).
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Figura 3. Mecanismo general de la apoptosis y anti-apoptosis. (A) Las células estan protegidas
por los factores anti-apoptoticos de la familia Bcl2, los cuales limitan el reclutamiento de los
componentes del apoptosoma, por la HSP70 que secuestra el dominio CARD de Apaf-1y por
IAP que actua sobre las propias caspasas. La mitocondria inicia la cascada apoptotica liberando
citocromo c, pero este efecto puede ser anulado si IAP mantiene su efecto inhibidor sobre las
caspasas. La sefial apoptdtica tiene que ser sostenida por la liberacion de smac/diablo.
Smac/diablo es la segunda proteina mitocondrial activadora de la caspasa que se une
directamente a IAP y antagoniza su funcién. Un tercer activador de la apoptosis de procedencia
mitocondrial es AIF, que se traslada al nucleo donde interviene en la condensacion de la
cromatina. (B) El papel de las proteinas p53 y Bcl-2 en la ejecucion de la apoptosis. Cuando el
DNA es lesionado, la p53 se eleva desencadenando la apoptosis por induccion de la expresion
de Bax y las proteinas BH3 reguladas por p53. La parada del ciclo celular esta mediada por
estimulacion de la expresion de la proteina p21CIP1, inhibidora de la ciclina quinasa. Sin
embargo, la sobreexpresién de Bcl-2 contrarresta el efecto apoptogénico de esta proteina.
Modificado de Angosto 2002.



1.4. Modelos de isquemia cerebral

Durante las Gltimas cuatro décadas se han desarrollado una variedad de modelos en animales de
enfermedades cerebrovasculares con el objetivo de identificar los mecanismos que subyacen a
la isquemia cerebral y desarrollar nuevos agentes para el tratamiento del ictus (Fluri y cols.
2015).

Las especies comunmente utilizadas en estos modelos son principalmente ratas y ratones, los
cuales son una herramienta indispensable de investigacion en el campo de la enfermedad
cerebrovascular (Graham y cols. 2004; Durukan y Tatlisumak 2007). En los Gltimos afios se han
elaborado métodos menos invasivos, seguros y reproducibles, respondiendo a la necesidad de
refinar técnicas quirdrgicas enfocadas especificamente a minimizar el riesgo de muerte o las
posibles complicaciones que puedan afectar el curso fisiopatolégico de la lesidn (Gerriets y cols.
2004; Sicard y Fisher 2009). En general, existen cuatro modelos animales para este proposito:
la isquemia cerebral focal, la isquemia cerebral multifocal, la isquemia global incompleta y la
isquemia cerebral global completa (Graham y cols. 2004). Para efectos de esta investigacion

solo seran descritos dos modelos importantes: isquemia focal y global.

1.4.1. Isquemia focal

El modelo mas utilizado para generar isquemia focal transitoria es la oclusién temporal de la
arteria cerebral media (Longa y cols. 1988; Belayev y cols. 1999). Esta técnica consiste en ocluir
temporalmente la arteria carétida comun, introducir una sutura directamente en la arteria
carotida interna y avanzar la sutura hasta que interrumpa el suministro de sangre a la arteria
cerebral media (Liu y cols. 2009). Este modelo produce grados variables de isquemia que
dependen del tiempo de oclusion y de la permanencia de la oclusion (Sicard y Fisher 2009).

En isquemia focal existen tres regiones. La primera region no recibe flujo sanguineo y responde
igual que el tejido isquémico global; la segunda regién, llamada penumbra, recibe flujo colateral
y es parcialmente isquémica; la tercera region es normalmente perfundida. Si la oclusion se
mantiene durante un periodo prolongado, las neuronas de la penumbra mueren. Mas neuronas

en la region de la penumbra sobreviven si el flujo sanguineo colateral se incrementa o si la
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reperfusion se establece de manera oportuna mediante la apertura del vaso bloqueado (Zola y
cols. 1986; Wang y cols. 2007).

1.4.2. Isquemia global

El modelo de oclusion de los cuatro vasos (4-VO, del inglés Four Vessel Occlusion) es uno de
los mas utilizados para producir lesiones isquémicas globales e infartos hemisféricos en ratas
(Pulsinelli y Brierley 1979; Pulsinelli y Buchan 1998; Traystman 2003). Esta técnica, consiste
en la oclusion temporal de las arterias carotidas, después de cauterizar las arterias vertebrales
(Céspedes y cols. 2013). Se espera que ocurra lesion cerebral cuando el flujo sanguineo cerebral
se reduce a menos del 10-20% del valor normal; a mayor duracion, el dafio se incrementa
(Ginsberg y Busto 1989; Pulsinelli 1985).

La isquemia cerebral global es una condicion patoldgica que puede ocurrir principalmente
durante el paro cardiaco y la reanimacién cardiopulmonar, pero también durante la asfixia,
choque hipotensor o circulacion extracorpérea (Madl y Holzer 2004).

El dafio neuroldgico selectivo después de la supervivencia posterior a la isquemia global se debe
principalmente a la sensibilidad diferencial de ciertas neuronas y regiones cerebrales. El
hipocampo, especialmente las células piramidales de la region de CAL, es extremadamente
vulnerable al dafio isquémico; la pérdida de aprendizaje y la memoria es comun después de la

isquemia global y la hipoxia (Zola y cols. 1986; Wang y cols. 2007).

1.5. Ventana terapéutica

Es conocido como un periodo variable durante el cual la restitucion del flujo y/o la inhibicion
de los mediadores de dafio celular isquémico (citoproteccidn) evitarian la muerte de las células
potencialmente mas vulnerables, mientras que, si el mismo es sobrepasado, cualquier medida
que sea terapéutica sera inutil (Brierley 1979).

Existen tratamientos que pueden tener efectos benéficos frente al dafio isquémico tales como: la
hipotermia, el tratamiento con antioxidantes, la albumina y la eritropoyetina, asi como

estrategias neuroprotectoras (Alcaraz y Rios 2004).
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El tratamiento de neuroproteccion en el ictus isquémico es entendido como el conjunto de
medidas terapéuticas que tienen como intencion prevenir o limitar la lesion del tejido nervioso,
de tal manera que interfieren uno 0 mas componentes de la cascada isquémica. Sin embargo,
estos tratamientos presentan diversos problemas ya que las posibilidades de los pacientes de
poder ser candidatos al tratamiento son escasas (Fernandez y cols. 2008).

1.6. Vulnerabilidad selectiva

Las neuronas en el sistema nervioso central presentan diferente vulnerabilidad a la lesion
isquémica de una manera bastante heterogénea. Las areas del hipocampo son excepcionalmente
susceptibles al dafio isquémico. Por ejemplo, la circunvolucion dentada que se encuentra en las
proximidades de la zona vulnerable del hipocampo puede tolerar un considerable grado de
isquemia. El hecho de que cierto grupo de neuronas son particularmente sensibles al ataque
isquémico se le conoce como vulnerabilidad selectiva (Brierley 1976).

Las &reas encefalicas mas susceptibles a sufrir dafio por déficit de oxigeno y glucosa incluyen:
la capa piramidal del hipocampo, especificamente la region CAL (el llamado sector de Sommer
en la epilepsia del 16bulo temporal), las capas 3, 4 y 5 de la neocorteza (necrosis laminar),
principalmente en lobulos occipitales y frontales, las neuronas de Purkinje y granulares del
cerebelo, el globo pélido y la sustancia blanca subcortical, sobre todo las fibras en U, fibras
cortico-corticales. Por lo tanto, la topografia de la vulnerabilidad selectiva puede variar segun
la actividad funcional de las diferentes areas del encéfalo, a mayor actividad funcional mayor
susceptibilidad (Escobar 2005).

Se ha establecido que la vulnerabilidad selectiva con muerte neuronal en la hipoxia por isquemia
global se debe a la excitotoxicidad generada por la liberacién de glutamato en el liquido
extracelular. La muerte encefalica global ocurre cuando el aporte de oxigeno y/o glucosa cae a
nivel cero, como ocurre en el caso de paro cardiaco o episodios de hipotension que excedan de
un tiempo critico. La causa mas comun es la falta de oxigeno, dafio hipoxico-andxico que puede
deberse a cualquier variedad de obstruccidn de las vias o paro respiratorios; déficit de oxigeno
en el aire como en la intoxicacion por mondxido de carbono, o en accidentes anestésicos (Auer
y cols. 2007).
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Asi, el hipocampo es un sitio de prediccion clasico para lesion isquémica del tipo de
vulnerabilidad selectiva. La regién CAL sufre de dafio isquémico mientras que la region CA3
adyacente y la circunvolucién dentada son en gran parte resistentes. Este patron diferencial de
dafio de CA1 frente a la preservacion de CA3 crea una situacién ideal para comparar areas
vulnerables y resistentes dentro de una pequefia parte del cerebro (Schmidt y Freund 1991).

1.7. Anatomia del hipocampo

La anatomia de la formacion del hipocampo se debe a la descripcion que hizo el anatomista
italiano Giulio Cesare Aranzio, quien describié por primera vez el aspecto del hipocampo
humano dandole nombre de Hippocampus (derivado de la palabra griega caballo de mar, por su
similitud morfoldgica; Schultz y cols. 2014).

El hipocampo se deriva de la region medial del telencéfalo, forma parte del sistema limbico y
tiene un papel importante en la adquisicién del aprendizaje espacial y la consolidacion de la
memoria. Anatémicamente consta de un cuerno de Ammon (hipocampo propio) y el giro
dentado (separado por la fisura hipocampal); el complejo subicular, formado por el
presubiculum, subiculum y el parasubiculum; y la corteza entorrinal. EI cuerno de Ammon esta
dividido en tres areas: CAl, CA2'y CA3 (Hernandez y cols. 2015).

El giro dentado forma la parte més medial de la corteza cerebral. La estructura tipica en forma
de C se encuentra separada ventralmente de CA1 y del subiculo por la fisura del hipocampo. La
capa celular principal de la circunvolucién dentada esta densamente poblada de somatos de
células granulares (Schultz y cols. 2014).

El hipocampo se divide en CA1, CA2 y CAS3, estos campos tienen esencialmente una capa
celular, principalmente piramidales. El sector CA1 contiene células piramidales que cubren la
banda dorsal; la transicion a CA2 se da cuando las células piramidales se hacen mas grandes; al
llegar a la curvatura lateral se encuentra CA3. Las células piramidales de la ultima region
desembocan en el hilio del giro dentado, definidas a menudo como CA4 y en otros casos como
neuronas hiliares (Schmidt Kastner y Freund 1991).

La superficie que limita con el lumen ventricular esta formada por los axones de las células

piramidales denominada alveus. Entre ésta y la capa de células piramidales, el estrato oriencial
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contiene principalmente dendritas basales de las células piramidales, ademas de diversos tipos

de interneuronas (Schultz y cols. 2014).

CA1

Figura 4: Esquema de la estructura Hipocampal y laminacion. CA: cuerno de Ammon, GD:
giro dentado, F: fimbria, H: hilus, SO: estrato oriens, SP: estrato piramidal, SLM: estrato
lacunoso-molecular, SL: estrato lucido, SM: estrato molecular, SG: estrato granuloso.
Modificado de Liy Pleasure 2013.

1.8. Neuroproteccion

En el accidente cerebrovascular isquémico, la neuroproteccion es definida como el conjunto de
estrategias aplicadas que antagonizan los eventos bioquimicos y moleculares perjudiciales que
transcurren durante la cascada isquémica (Campos y cols. 2016).

El objetivo de la neuroproteccion farmacoldgica es limitar el area de la lesiéon cerebral,
bloqueando la cascada isquémica para evitar o retrasar la evolucién hacia la muerte celular.
Han sido numerosas las estrategias neuroprotectoras evaluadas tanto en estudios preclinicos
como en ensayos clinicos, entre las cuales se encuentran: farmacos que actdan sobre la sinapsis
neuronal, como antagonistas de los receptores post sinapticos, moduladores de la activacion de
este 0 como inhibidores de la liberacion presindptica. También aquellos que actdan como

antagonistas de los canales de calcio, con actividad antioxidante, moduladores de la respuesta
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inflamatoria, farmacos que acttan sobre los mecanismos de apoptosis celular (Fernandez y cols.
2008).

2. ANTECEDENTES

La llegada del siglo XX trajo consigo una serie de estandarizacion y aplicacion de modelos
experimentales para la isquemia cerebral, permitiendo avanzar en el estudio de la fisiopatologia
y en la evaluacion de estrategias terapéuticas, con enfasis en el caracter predictivoy la relevancia
clinica. Sin embargo, han existido discrepancias entre los resultados experimentales y la
situacion clinica, lo cual puede derivarse de alguna de las etapas de la investigacion preclinica:
la seleccién adecuada del modelo experimental y el método para inducir la isquemia, el método
apropiado para evaluar y analizar el dafio isquémico, y la interpretacién correcta de los
resultados (Campos y cols. 2016).

En la basqueda de terapéuticas més eficaces se ha encontrado que los esteroides neuroactivos
pueden ser buenos candidatos, debido a sus efectos neuroprotectores pleiotropicos relacionados
estrechamente con su mecanismo de accion. Los receptores de estrégenos (SERM) y los
reguladores selectivos de la actividad estrogénica tisular (STEAR) han demostrado ejercer
propiedades neuroprotectoras en diversos modelos in vitro e in vivo (Lépez y cols. 2015).

2.1. Hormonas esteroideas en la neuroproteccion

Los esteroides sexuales intervienen en funciones reproductivas y han sido implicados en
procesos como la cognicidn, la plasticidad sinaptica, memoria, neurogénesis y neuroproteccion.
(Liu y cols. 2010). Estas hormonas esteroideas, actian sobre las neuronas, la sinapsis y las
células gliales, ademas, regulan la supervivencia, la diferenciacion y conectividad de grupos
neuronales especificos a nivel de cerebro y médula espinal (Veiga y cols. 2004). Su actividad
neuroprotectora la ejercen dependiendo de su estructura quimica, de las concentraciones
circulantes o tisulares, del tipo de receptores que intervienen y de los mecanismos de
sefializacion intracelular empleados. A través de modelos animales se han estudiado diversas
neuropatologias humanas, en el que se ha visto que los estrogenos actlan como agentes

neuroprotectores, promueven la neurogénesis hipocampal, la expresion de factores
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neurotroficos y disminuyen la astrogliosis, de tal manera que se confirma la plasticidad del

sistema nervioso ante el estimulo estrogénico (De Nicola y cols. 2011).

2.1.1. Sintesis de esteroides

La sintesis de esteroides en el sistema nervioso se lleva a cabo por el cerebro. Este 6rgano es
capaz de sintetizar esteroides a partir del colesterol y metabolizar sus derivados en
neuromoduladores (De Nicola y cols. 2011). La existencia de una sintesis local ha llevado a
acufar el término neuroesteroide (Baulieu y Robel 1990). Existe una distincion entre los
términos neuroesteroide y esteroide neuroactivo. El primero se sintetiza en el sistema nervioso
a partir del colesterol y actGa localmente; un esteroide neuroactivo es aquella hormona o
neuroesteroide que actla sobre el sistema nervioso (Veiga y cols. 2005).

Por otro lado, los efectos bioldgicos de las hormonas esteroideas son mediadas por los receptores
intracelulares especificos de alta afinidad, que posterior a ligarse a la hormona, funcionan como
factores de transcripcion activados. Sin embargo, los neuroesteroides también pueden actuar
directamente en receptores membranales y activar vias de sefializacién intracelular (Gonzalez
1999).

La sintesis tiene lugar en las mitocondrias, donde el colesterol libre es sintetizado a partir de la
rotura de la cadena lateral, para asi convertirse en 5-pregnanolona, sufre la 33 -oxidacion, la
isomerizacion e hidroxilacion en C17 y C21 para realizarse finalmente la hidroxilacion en C11,
de nuevo a nivel mitocondrial (Flores y Amado 1997), para convertirse en
dehidroepiandrosterona en los oligodendrocitos; en donde genera acciones en el SNC o bien
pueden servir como precursores de progesterona y testosterona en el SNC (Gonzélez 1999).

En diversos estudios se ha encontrado la presencia de enzimas esteroidogénicas funcionales en
el SNC, por medio de la medicion de la actividad enzimaética, de la expresion del ARNm o de
la proteina. Estas enzimas sintetizan esteroides a partir del colesterol y metabolizan los
esteroides periféricos que alcanzan el sistema nervioso por el torrente sanguineo, de este modo
transforman la testosterona en estradiol o la progesterona en tetrahidroprogesterona (THP). Las
principales células esteroidogénicas en el sistema nervioso son las células gliales. En el sistema

nervioso periférico, las células de Schwann son la principal fuente de neuroesteroides. Por su
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parte, en el sistema nervioso central los oligodendrocitos, astrocitos y neuronas también

presentan actividad esteroidogénica (Veiga y cols. 2005).
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Figura 5. Esquema general de la sintesis de esteroides en el sistema nervioso. Los nimeros
entre paréntesis hacen referencia a las enzimas que llevan a cabo la reaccion: (1): P450scc; (2):
P450c17; (3): 17B-HSD; (4):3B-HSD; (5): P450aro; (6): Sa-reductasa; (7): 3B-HSD; (8):
P450c21; (9): P450c11B; (10): P450c11AS; (11): 11p-HSD. Tomado de Veiga y cols. 2005.

2.2. Neuroproteccidn por estrogenos

El estrégeno (E) es un esteroide gonadal que ejerce funciones a nivel de SNC mas alla de su
papel puramente reproductivo. Se ha encontrado que posee gran influencia en el desarrollo y la
plasticidad de circuitos cerebrales, actuando sobre dendritas, axones y la sinapsis.

El estrogeno actlda a nivel gendmico y no gendmico dependiente e independientemente del
receptor a estrogenos (RE). Existen dos subtipos de receptores: REa, REP, estos poseen
estructuras muy similares, aunque la distribucion y funcidn de estos receptores es distinta en el
cuerpo. El REa predomina en mujeres en 6rganos como el Utero, pero también en el higado, los

tejidos adiposos, el musculo esquelético la hipdfisis y el hipotalamo, mientras que el RE esta
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presente en los ovarios, prostata y en cerebro, teniendo un papel importante de los RE en
diversos tejidos (Moran 2014).

Ambos receptores de estrogenos son factores de transcripcion que actian mediante su union a
los receptores alfa y beta (REa, RE). Tras su activacion, se homodimerizan o heterodimerizan
para unirse al ADN sobre sus dominios de union a ligandos. EI dimero RE se transloca al nicleo
y se une a los elementos sensibles al estrogeno ubicados en los promotores de los genes sensibles
al estrogeno para asi regular su transcripcion.

En nuevas investigaciones se ha visto que los RE no solo interactian en la modulacién
transcripcional directa, sino ademas interacttan en las vias de transduccion de sefiales como la
adenil ciclasa, la fosfoinositol 3-quinasa o la quinasa activada por mitégenos (MAPK).

La realizacion de estudios en ratas hembra ovariectomizadas ha dejado ver que la eliminacion
de esteroides gonadales circulantes produce una disminucién de la densidad de espinas
dendriticas en células piramidales. Sin embargo, cuando los sujetos son tratados con estradiol,
el descenso es menor. Por otro lado, puede asociarse que el dafio producido a consecuencia de
procesos neurodegenerativos puede ser retardado por la accion de los estrégenos (Moran 2014;
Dubal y Wise 2002).

En multiples estudios se ha comprobado que el estradiol es un factor que promueve la
supervivencia y diferenciacion de diferentes poblaciones neuronales como células
hipotalamicas, células de la amigdala o células hipocampales. Ademas, se ha demostrado su
papel en la proteccion, ya que protege de la muerte neuronal inducida por multitud de agentes
estresantes como los radicales libres, el péptido B-amiloide, y los aminoacidos excitadores
glutamato, AMPA, kainato y NMDA (Veiga y cols. 2004).

Se ha estudiado la interaccion del estrogeno en la liberacion de citocinas proinflamatorias como
la interleucina-1 beta (IL-1B), la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) posterior a una lesion cerebral
traumaética; en este sentido, la dosis de estradiol (1mg/kg) indujo cambios a las 24 horas en la
reduccion de los niveles de IL-1pB en el cerebro y un aumento en los niveles de TGF-f; estos
cambios sugieren un mecanismo en el cual la hormona participa en la reduccién del edema
cerebral (Reza y cols. 2013). En 2011, Etgen y colaboradores realizaron un estudio sobre la

eficacia neuroprotectora de estradiol como pretratamiento en el modelo animal de isquemia
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cerebral transitoria, sus resultados mostraron una neuroproteccion significativa contra el dafio
inducido por isquemia, bajo un periodo de tratamiento de 14 dias de estradiol, en comparacion
de las ratas isquémicas que tuvieron una perdida significativa en la region de CALl del
hipocampo.

Otro estudio realizado con el modelo de hipoperfusion cerebral cronica (HCC) mostro que la
administracion cronica de benzoato de estradiol preservo la poblacion neuronal del segmento
CAL del hipocampo en animales tratados en comparacion a los grupos control, ademas de una
mejor ejecucion en evaluaciones previas de tareas de memoria y aprendizaje espacial como el
laberinto acuatico de Morris (Montoya 2016). La relacion de los estrogenos hormonales en los
diferentes drganos se ha identificado en diversas regiones del cerebro, como el neocortex, la
amigdala y el hipocampo, por lo que es posible que los estrogenos también tienen accidn sobre

la cognicion, el estado de &nimo y otras funciones cerebrales (Martin y cols. 2018).

2.3. Tibolona

La Tibolona (TIB), muestra en su estructura un [(7a, 17a)-17-hidroxi-7-metil-19-norpregn-
5(10)-en-20-in-3-ona], la cual es relacionada con derivados de la 19-nortestosterona como el
noretinodrel y la noretisterona (3-ceto-A5-10 con 2 sustituyentes, un grupo o-metilo en la
posicion 7,y un 17a-etilo). La TIB actia como activador de receptores hormonales especificos
dependientes del tejido. Se ha propuesto como regulador tisular selectivo de la actividad
estrogénica (STEAR), dado que su activacion de los receptores de estrégeno en los tejidos
humanos depende de la disponibilidad de enzimas en cada tejido. Ademas, presenta efectos
estrogénicos en el cerebro, tejido 6seo y vagina; por otro lado, presenta efectos progestagenos
en tejido mamario y endometrio; asi como efectos androgénicos en higado (Del Rioy cols. 2020;
Pinto y cols. 2017; Reed y Kloosterboer 2004).

2.3.1. Uso clinico

Inicialmente la TIB es utilizado como tratamiento para aliviar los sintomas del climaterio en
mujeres posmenopausicas y también para la prevencion de osteoporosis. EI uso de este farmaco
en el tratamiento del climaterio ha sido utilizado en aproximadamente 90 paises, como Espafia,
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China y Australia, por mencionar algunos; mientras que su uso de TIB como tratamiento para
la osteoporosis esta registrado en 45 paises (Pinto y cols. 2017).

Los efectos positivos que muestra la TIB lo han hecho atractivo en el estudio clinico de otros
padecimientos. Por ejemplo. se ha estudiado ampliamente el efecto que presenta sobre los
sintomas vasomotores, la desmineralizacion ésea, la salud sexual, el estado de animo y la
cognicion. Ademas, investigaciones realizadas en modelos in vitro y animales han descrito que
TIB disminuye la: neuroinflamacién, muerte neuronal y modula la gliosis reactiva evitando la
neurodegeneracion, asi como la reduccion de radicales libres en modelos de estrés oxidativo;
sin embargo, también se ha sugerido que se requieren de una mayor cantidad de ensayos clinicos

que sustenten dichos resultados (Del Rio y cols. 2020).

2.3.2. Metabolismo de TIB

Tras la ingestion, TIB se metaboliza rapidamente a nivel del tracto gastrointestinal y en el
higado, dando lugar a tres metabolitos principales: a) 3a hidroxitibolona(3a-OH-T), b) 3
hidroxitibolona (38-OH-T) en las formas sulfatadas e inactivas las cuales tienen propiedades
estrogénicas y c¢) el isomero A4 (64-TIB), el cual posee propiedades progestdgenas y
androgénicas. La selectividad de la tibolona depende de la actividad enzimatica especifica local
que haya en el tejido diana (Del Rio y cols. 2020).

Los metabolitos estrogénicos a y B son formados por las enzimas aldo-ceto reductasa (AKR):
la enzima especifica del higado AKR1C4 produce 30-OH-T y las enzimas AKR1C1y AKR1C2,
se expresan en las génadas, las glandulas suprarrenales y el cerebro, produciendo 33-OH-T.
Los metabolitos o y p son agonistas del receptor de estrogeno (RE) y se unen preferentemente
al RE alfa (REa). Por otra parte, mediante la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-
isomerasa, la tibolona se convierte en un A4-isomero, que activa receptores de progesterona
(RP) y androgenos (RA). Tanto TIB como el isomero A4 exhiben afinidad por los receptores de
progesterona (RP) Ay B, también por los receptores de androgenos (RA) sin efectos sobre los
RE (Del Rio y cols. 2020; Kloosterboer 2004).

La modulacion de la actividad estrogénica local se determina por el metabolismo diferencial de
TIB en cada tejido. Los metabolitos a y 8, son sustratos del sistema sulfotransferasa (SULT)-

sulfatasa (STS), en donde la SULT se encarga de catalizar la sulfatacion de estos metabolitos,
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inactivandolos, y la STS (predomina en endometrio, mama, higado, ovarios y cerebro),

promovera la hidrolizacion local, activando a los mismos (Del Rio y cols. 2020).

3a- Hidroxitibolona
OH
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64- Tibolona

Figura 6. Estructura quimica de la Tibolona y su metabolismo. 3B-HSD-ISO: 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa-isomerasa, AKR: aldo-ceto reductasa, SULT: sulfatasa, STS:
sulfotransferasa. Modificado de Del Rio y cols. 2020.

Debido a su rapida absorcion en el intestino delgado, los niveles plasmaticos de TIB y A4-TIB
son casi indetectables. Los metabolitos hidroxilados alcanzan su pico entre 60 y 90 minutos, y
su vida media plasmatica es de unas siete horas; posteriormente se metaboliza en el higado y no
se produce acumulacion. La excrecion se produce principalmente en forma de metabolitos
polares. Una cantidad del compuesto es excretado en la orina, aunque una gran cantidad es
eliminada via biliar y por las heces, siendo la vida media de depuracion de 48 horas
aproximadamente. Aunque la TIB puede unirse a los tres receptores de hormonas esteroideas,
sus efectos son dados principalmente por sus metabolitos debido a la rapida absorcion y

distribucién de TIB tras su ingesta oral (Pinto y cols. 2017; Verheul y cols. 2007).
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2.4. Tibolona como candidato neuroprotector

Aunque la TIB es muy utilizada para el tratamiento de los sintomas de la menopausia, hay muy
poca informacion sobre sus efectos neuroprotectores en el cerebro. Se sabe que tiene efectos en
el sistema nervioso ya que revierte la pérdida de espinas dendriticas producida por la
ovariectomia en células piramidales en la region CA1 del hipocampo de ratas (Beltran 2015),
asociado a ello se le han atribuido efectos ansioliticos en ratas jévenes (Aguiar y cols.2006).
Ademas, los efectos de este compuesto sobre la reduccidn del dafio oxidativo en células gliales
y reduce el volumen de infarto cerebral al administrarse de manera subcuténea en ratas hembra
ovariectomizadas con una isquemia cerebral focalizada (Vergouwer y cols. 2000).

El efecto de la TIB sobre la apoptosis neuronal se ha estudiado a través de la expresion de genes
como el Bcl-2, el factor inductor de apoptosis Bax y la proteasa caspasa-3. Un estudio realizado
con el modelo de isquemia cerebral mediante la oclusion de la arteria cerebral media izquierda
(MCAOQ), se determind que la TIB mejoré significativamente la lesién por isquemia-
reperfusion, sugiriendo que este esteroide sintético puede inhibir la apoptosis y poseer un efecto
neuroprotector (Tian y cols. 2009).

En un andlisis realizado en cultivos de astrocitos, se mostrd que la administracion de TIB
significativamente modulé genes asociados a la inflamacion como IL6, IL-1p, ademas de
atenuar la expresion de genes como TERT y TERC los cuales fueron inducidos por el &cido
palmitico (Gonzélez y cols. 2019). Por otra parte, el efecto de la tibolona sobre la gliosis reactiva
en la corteza cerebral, posterior a una lesion por apufialamiento, en modelos animales, regul6 la
homeostasis ya que hubo una reduccion en la pérdida neuronal proxima a la herida (Crespo y
cols. 2018).

La exposicion a ozono (O3) ha sido un modelo para evaluar los efectos neuroprotectores de
TIB,. Asi la exposicion a O3 induce el incremento de especies reactivas de oxigeno, oxidacion
y peroxidacion de biomoléculas con la pérdida de proteinas y dafio o muerte celular (Pinto y
cols. 2014). Por ejemplo, un estudio realizado por Farfan y cols. (2014) en ratas macho
expuestas a concentraciones de ozono, revelaron un efecto neuroprotector de la administracion
crénica con TIB sobre el dafio neuronal del sistema nervioso central, previniendo los déficits de
memoria previniendo el estrés oxidativo. Ademas, Pinto y cols. (2014), analizaron el efecto de

la TIB sobre la peroxidacion de lipidos, proteinas y muerte neuronal, encontrando que ese
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tratamiento en la region CA3 del hipocampo, mejord la memoria y la prevencién de alteraciones
motoras en animales expuestos a 0zono.

Por otro lado, la participacion de la proteina Tau sobre diversas enfermedades
neurodegenerativas también ha sido explorado. Asi, en un estudio realizado para comprobar el
pretratamiento de TIB sobre la fosforilacion de proteinas inducida por la Tau, en ratas macho
Wistar expuestas a 0zono durante 15, 30 y 60 dias de exposiciony 7, 15, 30 y 60 dias de TIB 1
mg/kg antes de la exposicion al ozono (O3). Se encontro que los efectos de la exposiciéon a O3
fueron prevenidos por el tratamiento a largo plazo (15 dias) con TIB (Pinto y cols. 2018).
Coyoy Y cols. (2020) evaluaron los efectos de TIB sobre diversos parametros metabdlicos y la
expresion de receptores de hormonas sexuales en el SNC usando como modelo de estudio ratas
ovariectomizadas, alimentadas con una dieta hipercalérica. Los resultados mostraron un
aumento del peso corporal de los animales, acompafiado de elevacion en sus niveles de
triglicéridos y colesterol. Adicionalmente, la TIB actué como modulador selectivo de los
receptores de hormonas sexuales (RE, RP y RA), y también sobre los receptores que modulan
el metabolismo de la glucosa (IR, IGF-1), lo que sugiere que este esteroide podria ejercer sus

efectos estrogénicos, progestagenos y androgénicos de forma especifica para cada tejido.

3. JUSTIFICACION

Los estudios sobre los efectos neuroprotectores del estradiol en diferentes neuropatologias han
mostrado resultados prometedores. Se ha sugerido que la TIB al tener alta afinidad de unién por
los RP y los RE, disminuye el porcentaje del infarto cerebral en el modelo de isquemia cerebral
media, pudiendo sustituir a los estrégenos ya que muestra un mejor desempefio como agente
neuroprotector. Por esta razén, estudiar el efecto neuroprotector de la TIB en el modelo de
isquemia cerebral global aguda en la rata, podria ser una mejor alternativa en el tratamiento que

el estradiol.

4. HIPOTESIS

La tibolona produce mayor neuroproteccién que el estradiol en neuronas de la region CAl, CA2
y CA3 del hipocampo de la rata ante un episodio de isquemia cerebral global aguda.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Estudiar el efecto neuroprotector de la TIB, ante el dafio producido por la isquemia cerebral

global aguda en neuronas piramidales del hipocampo de la rata..

5.2. Objetivos especificos
1. Determinar el posible efecto neuroprotector de la TIB en las neuronas piramidales de la
region CAL, CA2 y CA3 del hipocampo después de un episodio de isquemia cerebral

global aguda en ratas.
2. Evaluar el efecto inducido con el tratamiento de TIB en comparacion con el efecto
producido con estradiol sobre la neuroproteccion de las neuronas piramidales de la
region CAL, CA2 y CA3 del hipocampo después de un episodio de isquemia cerebral

global aguda en ratas.

6. METODOLOGIA

6.1. Animales

Se utilizaron un total de 24 ratas macho de la cepa Sprague Dawley con un peso de 350 a 400
gr, de la colonia del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, Universidad Autdnoma
de Tlaxcala-CINVESTAV-. Los animales fueron mantenidos en un cuarto con condiciones
controladas a una temperatura de 23 + 2°C, con un ciclo invertido de luz- oscuridad (14:10, la
luz se apaga a las 10:00h). Los animales fueron 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 (Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, publicada en 2001).

6.2. Cirugias

Todos los animales fueron sometidos al modelo de isquemia cerebral global de acuerdo con la

metodologia propuesta por Pulsinelli y Brierley (1979). Este modelo consiste en la oclusion de
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las cuatro arterias principales: las 2 arterias vertebrales y las 2 arterias carédtidas comunes en dos
diferentes etapas en distintos dias. La primera etapa consistio en la electrocauterizacion
permanentemente de las arterias vertebrales. Para tal propdésito, y con previa asepsia, se coloco
al animal en posicion decubito ventral, realizando una incision sobre la linea media dorsal a la
altura del occipital y directamente sobre las dos primeras vértebras cervicales. La piel, el
musculo cutaneo y los masculos paraespinales fueron disecados y retraidos lateralmente hasta
exponer los agujeros alares del primer segmento cervical (atlas). Con ayuda de un lapiz de
electrocauterio se cauterizaron las dos arterias vertebrales, finalmente los tejidos se

reacomodaron y la incision se cerr6 en un solo plano.

ACC .i1

Figura 7. Diagrama de la anatomia vascular de ratas sometidas al método para inducir
isquemia global. (A) La electrocauterizacion permanente de las arterias vertebrales (1) y la
posicion de los clips quirdrgicos en las arterias carétidas comunes (2) en un modelo de oclusion
de cuatro vasos (4-VO). La isquemia global transitoria se induce en un proceso de dos etapas.
El dia 1, se electrocauterizan las arterias vertebrales (1). Este procedimiento no bloquea el flujo
sanguineo cerebral, pero impide la circulacién colateral hacia el cerebro anterior durante el
pinzamiento de la arteria carétida el dia 2. (B) Veinticuatro o cuarenta y ocho horas despues de
la coagulacion de las arterias vertebrales, se induce una isquemia global transitoria mediante la
oclusion de las arterias carétidas comunes (2) durante 15 minutos, seguida de una reperfusion.
Las ratas del grupo sham se someten a la electrocauterizaciéon de las arterias vertebrales y a
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todos los demas procedimientos quirdrgicos, excepto la oclusion de la arteria carétida (adaptado
de Etgeny cols. 2011).

Previo a la induccion de la isquemia se realizo la segunda cirugia preparatoria, la cual consistio
en la exposicion de las arterias carotidas. La técnica consistié en colocar al animal en posicion
decubito dorsal, realizando una incisién en la linea media ventral exponiendo las dos arterias
carétidas comunes (derecha e izquierda). Cuidadosamente fue separada la arteria del nervio
vago. Una vez liberado el vaso sanguineo, este fue sujetado a una sutura tipo nylon no absorbible
de forma bilateral. Posteriormente se realizd una sutura en la piel con puntos simples continuos,
para que se realizara de24 o 48 hrs la isquemia, la cual fue importante asegurarse que produjo

de manera transitoria.

6.3. Induccién a la isquemia

Para este procedimiento se retird la sutura de la incision localizada en la linea media ventral a
la altura del cuello e inmediatamente se ocluyeron las arterias con clips quirdrgicos durante 15
minutos, bajo anestesia inhalada de sevoflurano al 60%. La isquemia ocurrié mientras que el
animal salia de la anestesia. Si la pérdida del reflejo de enderezamiento y un estado de
inconsciencia persistio por al menos 20 minutos, después del inicio de la reperfusién, el animal
cumplia con el requisito principal para ser incluido en el estudio. Ademas, se consideraron en el
criterio de inclusion, las manifestaciones clinicas de los signos patognomonicos de la isquemia
como la ereccion del pelo y movimientos involuntarios de acicalamiento, pedaleo, extensién de
miembros superiores e inferiores, entre otros. Posteriormente, los animales fueron mantenidos

en cajas individuales de plexiglas hasta su recuperacion.

6.4. Tratamientos

Los animales fueron asignados aleatoriamente en 4 grupos: Grupo 1, sham (n=6); Grupo 2,
isquémico sin Tx (n=6); Grupo 3, isquemico con Tx de tibolona (n=6); y Grupo 4, isquémico
con Tx de estradiol (n=6). El desarrollo de la metodologia del estudio se llevd a cabo

idénticamente para el total de los individuos correspondiente a las cirugias preparatorias. Sin
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embargo, la induccion a la isquemia fue omitida para los animales que conforman el grupo
Sham. Los dias siguientes al evento isquémico, los individuos fueron manipulados Unicamente

para la administracion de los tratamientos y del vehiculo, hasta su sacrificio.

6.5. Disefio experimental

6.5.1. Experimento 1

Efecto de la administracion de TIB sobre el dafio producido a las neuronas piramidales de la
region CA1, CA2 y CA3 del hipocampo por isquemia cerebral global aguda en ratas.

El protocolo para este experimento consistio en la induccion de la isquemia cerebral global
aguda, como previamente fue descrito. El tratamiento con TIB (1 mg/kg) se baso en el trabajo
publicado por Beltran y cols. (2015), en donde se administré via i.p., unay seis horas posteriores

a la isquemia y cada veinticuatro horas s.c. durante 7 dias hasta el dia del sacrificio.

6.5.2. Experimento 2

Efecto de la administracion de estradiol en relacion con la efectividad del tratamiento con TIB
sobre el dafio producido en neuronas piramidales de la region CAl, CA2 y CA3 del hipocampo
después de un episodio de isquemia cerebral global aguda en ratas.

El protocolo experimental consistié en la induccion de la isquemia cerebral global aguda. El
estradiol (4mg/kg; Etgen y cols. 2011) fue administrado una y seis horas posteriores a la

isquemia via i.p., y cada veinticuatro horas s.c. durante 7 dias.

6.6. Evaluacion histologica
6.6.1. Perfusion

Una vez transcurridos 7 dias post-isquemia, los animales fueron perfundidos mediante un lavado
con solucion de buffer de fosfatos con un pH de 7.5 por 20 minutos. Posteriormente, se fij6 el
tejido con formaldehido al 10% durante 20 minutos, para extraer al cerebro para que fuera
crioprotegido con soluciones de sacarosa de 10%, 20% y 30%, por 24 hrs en cada solucion y

previos a ser sometidos al proceso de histologia.
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6.6.2. Tincion

Una vez transcurrido el tiempo de crioproteccién se llevo a cabo el procesamiento del tejido,
para realizar cortes coronales de 16 um de grosor con un criostato marca Leica a nivel de la
formacién hipocampal., Cada corte fue montando en laminillas preparadas con grenetina y
posterior tefiidas con la técnica de violeta de cresilo.

La tincidn consistio en la colocacion de las canastas con las laminillas en distintas soluciones,
por ejemplo, primero fueron sumergidas en alcohol al 100%, sucesivamente en alcohol al 96%,
alcohol al 70% y alcohol al 50%, cada uno por dos minutos, seguido por tres subsecuentes
enjuagues con agua, para ser colocados en violeta de cresilo por dos minutos. Posteriormente
las laminillas fueron sumergidas en alcohol al 96%, al 100% y nuevamente alcohol al 100% por
5 segundos cada proceso. Finalmente, las muestras fueron sumergidas en xilol por dos minutos
para que se les agregara resina para ser cubiertas con un portaobjetos para que el tejido fuera
protegido y mantuviera en buenas condiciones.

Los conteos de poblaciones neuronales se analizaron a través de un microscopio dptico de la
marca Leica a través de la toma de fotografias a un aumento de 5x y 40x y de la delimitacién
del area en 1000um? a una escala de 100 um con el fin de determinar la sobrevivencia de las
neuronas piramidales de las regiones CA1, CA2 y CAS3 del hipocampo; este procedimiento se
realiz6 de manera bilateral en tres secciones del hipocampo por cada animal, y de esta manera
se determinaron los efectos de la isquemia cerebral global aguda en las diferentes condiciones

experimentales (Morali y cols. 2011).
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Figura 8. Microscopia del hipocampo tefiido con violeta de cresilo. (A) Regién CA1 con
delimitacion del area a contar. Escala 100 p, con aumento de 40x; (B) formacion hipocampal.
Escala 100 p, con aumento de 5x.

6.6.3. Plan de analisis

Los resultados se analizaron inicialmente a través de un analisis de varianza (ANOVA) de una
via para determinar si existian diferencias significativas entre los grupos; seguida por una prueba
T de Student para determinar las diferencias entre los grupos experimentales contra su grupo
control correspondiente. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos si la

probabilidad fue p<0.05 y se expresaron como la media mas el error estandar.
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7. RESULTADOS

Experimento 1. Efecto de la administracion de TIB sobre el dafio producido a las neuronas
piramidales de la region CAL, CA2 y CA3 del hipocampo por isquemia cerebral global aguda

en ratas.

Los resultados obtenidos en el primer experimento muestran que la induccién del evento
isquémico en los animales produjo una disminucion significativa en la poblacion de células
piramidales de la region CA1 del hipocampo (p<0.001), comparado con el grupo control (Figura
10). Por su parte, cuando se administrd TIB a animales que habian sido sometidos a un evento
isquémico, se indujo la sobrevivencia de una cantidad importante de neuronas piramidales
(p<0.001) en relacion con el grupo isquémico control. Es importante sefialar que no se presentd

una importante recuperacion como la sobrevivencia observada por el grupo control.

Region CA1 del hipocampo

100 - EEE—

SHAM

ISQUEMIA

Numero de células sobrevivientes
(media + e.e.)

ISQ+ TIBOLONA

Control Isq Isq + Tib

Tratamientos

Figura 9. Efecto de la administracion de 1mg/kg de TIB, sobre el nimero de células piramidales
de la region CAL del hipocampo en ratas macho posterior a un evento isquémico. Conteo de
células piramidales en 1000um2 de la region CAL del hipocampo. ***p < 0.001.
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La figura 11 muestra el nimero de células piramidales en la regién CA2 del hipocampo después
de un evento isquémico. La isquemia cerebral global no produjo ningln cambio en la poblacion
de células piramidales de la region CA2; en consecuencia, la administracién de TIB no produjo

un efecto neuroprotector significativo en esta &rea en comparacion con el grupo isquémico.
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Figura 10. Efecto de la administracion de 1mg/kg de TIB, sobre el nimero de células
piramidales de la region CA2 del hipocampo en ratas macho posterior a un evento isquémico.
Conteo de células piramidales en 1000um2 de la regién CA2 del hipocampo.
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La figura 12 muestra el nimero de células piramidales en la region CA3 del hipocampo después
de un evento isquémico. Como se puede observar, al igual que en la regién CA2, el efecto
isquémico no provocO ningun cambio en la poblaciéon de las células de esta region del

hipocampo, por lo que no se aprecia un cambio inducido por la administraciéon de TIB.
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Figura 11. Efecto de la administracion de 1mg/kg de TIB, sobre el nimero de células
piramidales de la region CA3 del hipocampo en ratas macho posterior a un evento isquémico.
Conteo de células piramidales en 1000um2 de la region CA3 del hipocampo.
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Experimento 2. Efecto de la administracion de estradiol en relacion con la efectividad del
tratamiento con TIB sobre el dafio producido en neuronas piramidales de la region CA1, CA2

y CA3 del hipocampo después de un episodio de isquemia cerebral global aguda en ratas.

Los resultados obtenidos en el primer experimento muestran que la induccion del evento
isquémico en los animales produjo una disminucion significativa en la poblacion de células
piramidales de la region CAL del hipocampo (p<0.01), Con respecto al grupo control (Figura
13). Por otro lado, cuando se administro estradiol al grupo que habia sido sometido a isquemia
cerebral, la sobrevivencia de las células piramidales de la region CA1 fue superior al del grupo

isquémico con una significancia de p < 0.01.
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Figura 12. Efecto de la administracion de 4mg/kg de estradiol, sobre el nimero de células
piramidales de la region CA1 del hipocampo en ratas macho posterior a un evento isquémico.
Conteo de células piramidales en 1000um2 de la region CAL del hipocampo. **p < 0.01, ***p
< 0.001.
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Por otro lado, la figura 14 muestra el nimero de células piramidales en la region CA2 del
hipocampo después de un evento isquémico. Esta figura muestra que el evento isquémico no
produjo ningun efecto sobre esta regién del hipocampo y por consiguiente el tratamiento con

estradiol tampoco muestra un cambio en el nimero de células de esta region.
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Figura 13. Efecto de la administracion de 4mg/kg de estradiol, sobre el numero de células
piramidales de la region CA2 del hipocampo en ratas macho posterior a un evento isquémico.
Conteo de células piramidales en 1000um2 de la region CA2 del hipocampo.
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La figura 15 muestra el nimero de células piramidales en la region CA3 del hipocampo después
de un evento isquémico. Esta figura muestra que el evento isquémico no produjo ningun efecto
sobre esta region del hipocampo y por consiguiente el tratamiento con estradiol tampoco

muestra un cambio en el nimero de células de esta region.
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Figura 14. Efecto de la administracion de 4mg/kg de estradiol, sobre el nimero de células
piramidales de la region CA3 del hipocampo en ratas macho posterior a un evento isquémico.
Conteo de células piramidales en 1000um2 de la region CA3 del hipocampo.

Finalmente, la figura 16 muestra los resultados obtenidos bajo diferentes condiciones
experimentales, control, isquémicos, isquémicos con tratamiento de estradiol e isquémicos con
tratamiento de tibolona. El andlisis de varianza mostré que existe una diferencia significativa en

los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos (p<0.001). Como se puede apreciar en
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la figura, el grupo control tiene un conteo de aproximadamente 90 células por area (barra roja);
sin embargo, en el grupo que fue sometido al evento isquémico el conteo se vio reducido
dramaticamente a un promedio de 17 células por campo (p<0.001 vs control; barra naranja). Por
su parte los tratamientos con estradiol (barra verde claro) y tibolona (barra verde obscuro)
mantuvieron la sobrevivencia de las células piramidales de esta region en relacion con el grupo
isquémico (p<0.001), aunque no llego lo suficientemente alta como el grupo control.

Por otra parte, es interesante sefialar que al comparar la sobrevivencia de las neuronas en la
region CAl del grupo isquémico tratado con estradiol contra la sobrevivencia del grupo
isquémico tratado con tibolona se pudo determinar que existe un incremento en la sobrevivencia
de las neuronas piramidales de la region CAL del hipocampo del grupo tratado con tibolona
(p<0.05).
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Figura 15. Efecto de la administracion de 4mg/kg de estradiol y 1mg/kg de TIB, sobre el nimero
de células piramidales de la region CA1 del hipocampo en ratas macho posterior a un evento
isquémico. Conteo de células piramidales en 1000um2 de la region CA1 del hipocampo. *p<
0.05, ***p < 0.001.
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8. DISCUSION

Con el proposito de encontrar terapias eficaces para tratar las lesiones de traumatismo cerebral,
se han probado un gran nimero de compuestos en los que se ha encontrado que los esteroides
neuroactivos; tales como estrdgenos y progestagenos, han mostrado ser importantes candidatos
neuroprotectores debido a su mecanismo de accién en modelos tanto in vivo como en in vitro,
(Lopez y cols. 2015).

La progesterona y el estradiol tienen efectos neuroprotectores, activando vias de supervivencia
e inhibiendo las cascadas proapoptéticas (Barreto y cols. 2021). También desempefian un papel
en la neuroproteccion y la neurotrofia del cerebro, afectando la excitabilidad neuronal, la
plasticidad sinaptica y el aprendizaje y la memoria (Kapur y Joshi 2021). Los efectos de estas
hormonas son similares a los del factor neurotr6fico BDNF (Guennoun 2020). Se ha demostrado
que la accion de la progesterona ejerce sus efectos neuroprotectores en diversos trastornos
neuroldgicos, mediados por la activacion de los receptores de progesterona, incluidos los PR
intracelulares, PGRMC1 y mPR (Pang y Thomas 2023; Mokhtari y cols. 2023). Los
mecanismos neuroprotectores de la progesterona implican la modulacién de las respuestas
inflamatorias, la mejora de la homeostasis energética, la reduccion del estrés oxidativo, la
preservacion de la funcion mitocondrial, la estimulacion de factores neurotroficos y la inhibicion
de las vias de muerte celular (Sayeed y cols. 2007; Pang y Thomas 2023), también en la
regulacion de receptores GABAA y en la plasticidad sinaptica (Ghoumari y cols. 2020).
Ademas, los efectos neuroprotectores de la progesterona pueden estar mediados por su
metabolito, la alopregnanolona (De Nicola y cols. 2022). La identificacion de microARN
especificos que regulan la expresion de la progesterona y sus receptores podria mejorar aln mas
la comprension y utilizacion del potencial neuroprotector de la progesterona en el tratamiento
de trastornos neurolégicos (Sitruk y cols. 2021).

Por otra parte, el mecanismo neuroprotector del estradiol involucra vias clasicas y no clasicas,
con receptores ubicados en la membrana plasmatica y una rapida estimulacion de cascadas de
sefializacion intracelular (Barreto y cols. 2021). El estrégeno puede influir en los niveles de
neurotransmisores, el flujo sanguineo cerebral y los niveles de proteinas de crecimiento
asociadas con el crecimiento axonal (Maioli y cols. 2021). También puede reducir los efectos

neurotdxicos de la beta amiloide (Prakapenka y Korol 2021). Las acciones neuroprotectoras del
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estradiol implican la regulacién de eventos celulares como los niveles de calcio intracelular, la
funcién mitocondrial, la autofagia y la apoptosis (Azcoitia y cols. 2019).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la TIB al igual que el estradiol son
agentes que ejercen importantes efectos neuroprotectores; sin embargo, al comparar el efecto de
la neuroproteccion de ambos esteroides, TIB ejerce una mayor sobrevivencia de las neuronas
piramidales de la region CAL del hipocampo que el estradiol, después de un evento isquémico.
Se podria especular que el hecho que la TIB haya mostrado un mejor efecto neuroprotector que
el estradiol, pudiera deberse a que posee propiedades estrogénicas, progestagenas y
androgénicas a través de sus tres metabolitos: 3a, 3 hidroxitibolona y el isomero A4 los cuales
muestran mayor afinidad a los receptores de esas hormonas esteroideas por lo tanto ejerciendo
amplios efectos en el organismo (Verheul y cols. 2007). Tanto la 3a-hidroxitibolona como el
isomero A4 han demostrado afinidad por receptores estrogénicos, lo que podria tener
implicaciones en la neuroproteccion (Luine 2014). Se ha demostrado que la tibolona y sus
metabolitos ejercen actividad agonista a través de los receptores de estrégeno en las células
gliales, lo que sugiere su potencial papel neuroprotector (Guzman y cols. 2007). La activacion
de estos receptores podria contribuir a los efectos neuroprotectores observados.

La TIB actualmente es utilizada en tratamientos de remplazo hormonal, asi como en la
prevencion de la osteoporosis (Pinto Almazan y cols. 2017). Las investigaciones realizadas en
modelos animales de estrés oxidativo e isquemia sefialan que la administracion de TIB modula
la neurodegeneracion y la neuroinflamacion (Del Rio y cols. 2020). El proceso
neurodegenerativo del evento isquémico genera una serie de cambios bioquimicos, estructurales
y funcionales que culminan en muerte neuronal. El hipocampo es una de las areas del cerebro
maés vulnerable ante una lesion isquémica, el cual esta constituida por tres subregiones: CA1,
CA2 y CA3, donde CA1 es mas susceptible de dafio isquémico; mientras que las otras dos
regiones son en parte mas resistentes (Schmidt y Freund 1991). La region CA1 del hipocampo
es conocida por ser altamente susceptible al dafio isquémico, lo cual se evidencia por la rapida
degeneracion neuronal y la disfuncidn sinaptica en comparacion con las regiones CA2 y CA3
(Kirino 1982). Diversos estudios han sefialado que la regién CAL exhibe niveles mas bajos de
expresion de genes relacionados con la supervivencia celular y la respuesta al estrés, como el

gen Bcl-2, en comparacion con las regiones CA2 y CA3 (Schmidt y Freund 1991). Ademas, la
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falta de expresion significativa de factores neuroprotectores, como el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), puede contribuir a la
vulnerabilidad de la CA1 (Zhu y cols. 2004). Asi mismo, la irrigacion sanguinea también juega
un papel crucial. La regiéon CAL estd asociada con una microcirculacion menos robusta en
comparacion con las regiones CA2 y CAS3, lo que resulta en un suministro sanguineo menos
efectivo y en una mayor susceptibilidad al dafio isquémico (Tamatura y cols. 1981). Ademas,
las diferencias en los mecanismos de plasticidad sinaptica entre las regiones CA1l, CA2 y CA3
podrian influir en la respuesta al dafio isquémico. La region CA1 exhibe una mayor dependencia
de la plasticidad a largo plazo, la cual es mas vulnerable a los cambios patologicos inducidos
por la isquemia (Abraham y Robins 2005).

Al realizar el andlisis histoldgico de las muestras obtenidas de corte cerebral a través de un
microscopio Optico y determinar las caracteristicas y sobrevivencia de las neuronas piramidales
de las regiones CA1, CA2 y CA3 por medio de un conteo neuronal de manera bilateral, las tres
secciones del hipocampo, se les analiz6 los efectos de la isquemia cerebral global aguda en las
dos condiciones experimentales establecidas. En el estudio del efecto de la administracion de
TIB sobre el dafio producido a las neuronas piramidales de las regiones CAL, y no en las areas
CA2 y CA3 del hipocampo, se encontré que la dosis de 1mg/kg en ratas macho previamente
sometidas a un proceso isquémico, se produjo una mayor neuroproteccién en el hipocampo
comparado con el grupo que recibi¢ estradiol a la dosis de 4mg/kg.

Los resultados expuestos en este trabajo concuerdan con lo descrito por Sayeed y cols. (2007) e
Ishrat y cols. (2010), quienes reportaron que TIB mitiga la respuesta inflamatoria y reduce el
estrés oxidativo en el hipocampo, lo que contribuye a la supervivencia neuronal, especialmente
en la regiébn CAL. Estos hallazgos sugieren que la tibolona puede tener mayores efectos
neuroprotectores en comparacion con otros tratamientos, 1o que la convierte en una opcion
prometedora para la neuroproteccion en mujeres peri y posmenopausicas (Pinto Almazany cols.
2017).

Asimismo, el efecto de TIB sobre la apoptosis neural estudiado mediante el modelo de la
oclusion de la arteria cerebral media en ratas macho reporta una disminucién en la expresion de
genes como el factor inductor de apoptosis Bax y la proteasa caspasa-3 sugiriendo una accion

neuroprotectora e inhibitoria de apoptosis por el esteroide (Tian y cols. 2009).
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La TIB se produce a nivel celular durante la apoptosis mediante la conversion de sus metabolitos
activos. Los tres principales metabolitos activos de la tibolona son el isomero A4 y los
metabolitos hidroxi 3a y 3. Estos metabolitos se producen mediante la isomerizacion del doble
enlace en la posicion C5/10 a la posicion C4/5 y la hidroxilacion en la posicion C3,
respectivamente (Tian 2010). Se ha demostrado que la tibolona y sus metabolitos se unen a los
receptores de estrogeno, progestageno y andrégenos, y los metabolitos hidroxi se unen solo al
receptor de estrogeno (Gompel y cols. 1997). Esto sugiere que la produccién de tibolona a nivel
celular durante la apoptosis implica la interaccion de sus metabolitos con estos receptores, lo
que potencialmente influye en el proceso apoptotico (Gokaslan y cols. 2003).

Lo reportado por Beltran (2015) también apoya esta idea, ya que ellos evaluaron los efectos de
la administracion de TIB a razon de 1mg/kg en la pérdida de espinas dendriticas posterior a una
ovariectomia; sus resultados sugieren que la TIB revierte la poda de espinas en la region CA1
del hipocampo bajo dicha condicion experimental. Aunque los estudios reportados sobre los
efectos neuroprotectores de TIB en el cerebro son limitados, todos sugieren un efecto
prometedor en la neuroproteccion celular de las neuronas piramidales; como se muestran en los
resultados obtenidos en nuestro estudio.

Por otra parte, la administracion de BE a una dosis de 4mg/kg en ratas macho previamente
sometidas a un proceso isquémico, produjo neuroproteccion en el hipocampo. Su accién
farmacologica se reflejé en la conservacion de neuronas piramidales pertenecientes a la region
hipocampal CA1. Estos resultados no son particularmente novedosos, ya que Etgen y cols.
(2011) determinaron que la administracion de esta hormona induce una sobrevivencia
importante de células piramidales en la region CA1 con una dosis de 4mg/kg en ratas hembra
ovariectomizadas y sometidas a isquemia cerebral global.

Los receptores de estrégeno (RE) desempefian un papel crucial en la neuroproteccion. Se ha
demostrado que tanto ERa como ERp participan en la mediacion de los efectos protectores de
los estrogenos contra el dafio neuronal (Han y cols. 2015; Petrovska y cols. 2022). Se ha
descubierto que la activacion del ERa protege las neuronas dopaminérgicas y activa las vias de
sefializacion asociadas con la supervivencia neuronal (Bourque y cols. 2015). ERp también ha
sido implicado en la neuroproteccion estrogénica, particularmente en la regulacion de la

transcripcion genética y la sefializacion rapida de membrana (Lan y cols. 2014). Ademas, se ha
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identificado una variante de ER-a, ER-036, como mediador de la neuroproteccion de los
estrégenos contra la toxicidad oxidativa. Se ha demostrado que las vias de sefializacion
PISK/AKT y MAPK/ERK1/2, mediadas por ER-a36, estan implicadas en la neuroproteccion de
los estrdgenos (Marin y cols. 2012).

Los datos reportados en la bibliografia comparado con los resultados obtenidos en este trabajo
muestran gue las distintas regiones del hipocampo poseen susceptibilidades distintas frente al
dafo provocado por el evento isquémico. Los resultados del analisis de muerte celular exponen
que ocurre un mayor dafio en la regién CAL1 del hipocampo que en las otras areas hipocampales
tales como CA2 y CAS3, en las que el dafio es minimo y en ocasiones imperceptible.

Nuestros resultados también concuerdan con los reportados por Wass y Lanier (1996), quienes
argumentan que durante el evento isquémico ocurre un déficit en el aporte de glucosa y oxigeno,
lo que vulnera a las células piramidales, y siendo la region CA1 del hipocampo la que se ve
mayormente al parecer a que en esta area existe una cantidad mayor de aferencias
glutamatérgicas, el cual se ha propuesto como un neurotransmisor activador (que las células al
ser expuestas por un periodo de tiempo determinado, provocan la destruccion neuronal) y a la
demanda de grandes cantidades de oxigeno y glucosa. En este sentido la privacion de oxigeno
y glucosa, al ser ampliamente estimulada por glutamato en la region CA1, se vuelve mas
susceptible que las otras porciones del hipocampo. En el caso de los animales sometidos a
isquemia cerebral global, el andlisis histologico mostré una pérdida en la integridad de la
membrana celular, una sobre activacion de la microglia como respuesta de una
neuroinflamacién severa y un conteo celular minimo.

Asi, el efecto neuroprotector de ambos esteroides fue significativo en comparacion con sus
respectivos grupos isquémicos. Asi mismo, el esteroide sintético TIB produce un potencial
neuroprotector mas sobresaliente que el reportado con el de Estradiol y que el que encontramos
en este trabajo. Estos resultados sugieren que el efecto puede deberse a que TIB posee afinidad
de union a distintos receptores celulares como estrogénicos y progestagenos, a traves de sus tres
metabolitos secretados: 3a y 3B hidroxitibolona y el isbmero A4-tibolona. Finalmente es
interesante sefialar que, aunque TIB puede unirse a los receptores de esteroideos, sus efectos

son dados a partir de sus metabolitos, los cuales poseen una rapida absorcion y distribucion
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(Verheul y cols. 2007). Por tanto, es posible que la TIB tenga una ventaja frente al estradiol, ya

que esta ultima hormona sélo tiene afinidad de unidn hacia sus receptores ERa y ERp.

9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten concluir lo siguiente:

1.- La administracion de tibolona produjo un efecto neuroprotector en neuronas piramidales de
la region CAL del hipocampo después de un episodio de isquemia cerebral global aguda en ratas
macho.

2.- La administracion de estradiol produjo un efecto neuroprotector significativo en neuronas
piramidales de la regién CA1 del hipocampo después de un episodio de isquemia cerebral global
aguda en ratas macho.

3.- La administracion de tibolona produjo un efecto neuroprotector mayor que el tratamiento de
Estradiol en neuronas piramidales de la region CAL del hipocampo después de un episodio de

isquemia cerebral global aguda en ratas macho.

10. PERSPECTIVAS

El presente estudio presenta los resultados de la investigacion sobre el efecto neuroprotector de
TIB vy estradiol en respuesta a un episodio de isquemia cerebral global. Se destaca el efecto
neuroprotector de TIB, especialmente en neuropatologias que han sido escasamente exploradas
en términos de la intervencién de este farmaco. A pesar de su uso extendido en la practica clinica
para tratar a mujeres en procesos menopausicos, aun se carece de suficientes descubrimientos
en el ambito de la neuroproteccion.

Este estudio abre paso a nuevos estudios de ciencia basica y clinica que permitan establecer un
protocolo farmacologico y/o terapéutico realmente eficaz en la prevencion y el dafio de
enfermedades cerebrovasculares. Es importante conocer mas sobre los procesos celulares,

moleculares, la farmacodinamica y la farmacocinética.
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

Abreviatura
17p-E2
3a-OH-T
3p-OH-T
4VO
A4-TIB
ACV
AIT
AKR
AMPA
Apafl
AR
ARNM
ATP

CA

Ca

ECV

Significado

17 beta estradiol

3 alfa hidroxitibolona

3 beta hidroxitibolona

Oclusion de los 4 vasos

Delta 4 tibolona

Accidente cerebrovascular

Accidente isquémico transitorio

Aldo ceto reductasa

Acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico
Factor de activacion de la peptidasa apoptotica 1
Receptor de androgenos

Acido ribonucleico mensajero

Adenosin trifosfato

Cuerno de Ammon

Calcio

Enfermedad Cerebrovascular
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ER

FSC
GD

HCC
HIC
HSA
I1APs
IL

MAPK
MCAO
Na
NMDA
OMS
PR

RE
SERM
SG

SL
SLM
SM

SN
SNC
SO

SP
STEAR
STS
SULT

Receptor de estrogenos

Fimbria

Flujo sanguineo cerebral

Giro dentado

Hilus

Hipoperfusidn cerebral crénica
Hemorragia intracerebral
Hemorragia subaracnoidea

Proteina inhibidora de la apoptosis
Interleucinas

Potasio

Quinasa activada por mitdgenos
Oclusion de la arteria cerebral media
Sodio

Acido N-metil-D-aspartico
Organizacion Mundial de la Salud
Receptor de progesterona

Receptor de estrogenos
Moduladores selectivos de los receptores de estrogenos
Estrato granuloso

Estrato lucido

Estrato lacunoso molecular

Estrato molecular

Sistema nervioso

Sistema nervioso central

Estrato oriens

Estrato piramidal

Regulador tisular selectivo de la actividad estrogénica
Sulfatasa

Sulfatransferasa
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TGF-
THP
TIB
TNF-a
Tx.

Factor de crecimiento transformante beta
Tetrahidroprogesterona

Tibolona

Factor de necrosis tumoral alfa
Tratamiento
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