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RESUMEN

Se realizé un estudio prospectivo y experimental, a partir de la induccién de un
trauma isquémico cerebral permanente, mediante seccién de la carétida derecha, en
24 gerbils de Mongolia, procedentes del Centro Nacional para la Producciéon de
Animales de Laboratorio, con vistas a identificar los posibles cambios en las
poblaciones de neuronas de la fascia dentada del hipocampo durante la isquemia. Los
resultados revelaron que la isquemia cerebral permanente produce destrucciéon
progresiva y total de las neuronas en la fascia dentada durante las primeras 72 horas
del proceso isquémico y muestra 3 momentos durante su evolucién con
caracteristicas especificas para cada uno, asi como cambios en las proporciones entre
las neuronas en proceso de muerte celular, las aparentemente sanas y aquellas con
diferentes cantidades de nucléolos en la zona dafiada por el proceso isquémico.
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ABSTRACT

A prospective and experimental study was carried out, from the induction of a
permanent cerebral ischemic trauma, by means of a cut to the right carotid vein, in 24
gerbils from Mongolia, obtained from the National Center for Laboratory Animals
Production, with the aim of identifying the possible changes in the neurons
populations of the hypocampus dentate fascia during ischemia. The results revealed
that the permanent cerebral ischemia produces progressive and total destruction of
the neurons in the dentate fascia during the first 72 hours of the ischemic process and
it shows 3 moments during its course, each of them with specific characteristics, as
well as changes in the proportions among the neurons during cellular death, those
apparently healthy and those with different quantities of nucleolous in the area
damaged by the ischemic process.
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Introduccion

A escala internacional ocurren mas de 15 millones de casos de isquemia cerebral por
afio, 35 % de ellos causados por oclusién de un gran vaso arterial, en algunos casos
invalidantes. Guerra, citado por Farifias,() expresa que en Cuba las enfermedades
cerebrovasculares constituyen la tercera causa de muerte, después del cancer y las
enfermedades cardiovasculares, con una tasa bruta de alrededor de 82,9 por cada

100 000 habitantes.

El cerebro recibe 15 % del flujo cardiaco y utiliza 20 % del oxigeno que consume el

organismo. La interrupcién del flujo sanguineo al cerebro, asi como la falta de oxigeno
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y glucosa, resultan una alteracién rapida del metabolismo y las funciones
cerebrales,(23) donde prima el catabolismo sobre el anabolismo.

A pesar del desarrollo tecnolégico alcanzado en los ultimos afios, en que la medicina
ha incrementado los conocimientos relacionados con la patogenia, el diagndstico y la
terapéutica de las enfermedades cerebrovasculares, auin quedan algunos problemas
por resolver, que dependen del desarrollo actual en el campo de la tecnologia, los
ensayos clinicos y la experimentaciéon, tanto en humanos como en animales,
respectivamente.  Investigaciones  relacionadas con las  enfermedades
cerebrovasculares, se han realizado en diferentes biomodelos;*>) sin embargo, el mas
utilizado es el gerbil de Mongolia (Meriones unguiculatus),(6789) por presentar
ventajas anatémicas especiales, al poseer un poligono de Willis incompleto, cada
hemisferio recibe sangre casi independiente uno del otro y las lesiones se localizan en
el mismo hemisferio cerebral de la isquemia. No obstante, Subiros et al(7) plantean la
necesidad de incluir las caracteristicas del poligono de Willis de cada biomodelo en las
investigaciones con este tipo de animal, debido a la variabilidad que presenta este
poligono de Willis en su estructura, segun el vaso sanguineo afectado.

En tal sentido, Lopes et al10) estudiaron el efecto de la isquemia unilateral en gerbils
durante las primeras 72 horas y encontraron extensas lesiones en todos los casos.
Segin Rodrigues et al,lD) y Yan-ru et al(}2) los cambios morfofuncionales en las
neuronas se pueden observar a los pocos minutos tras el inicio de la isquemia. Los
resultados de estos estudios muestran, que la actividad metabélica decrece durante el
proceso isquémico en el tejido cerebral del gerbils, con alteraciones en el metabolismo
durante las primeras 6 horas después de la isquemia cerebral. Cuando esta es
transitoria, dichos eventos pueden considerarse reversibles si se establece una terapia
eficaz y precoz, en las primeras 5 horas de los sintomas iniciales.(1314.15)

Por su parte, Xue et al(*®) estudiaron el efecto de la arginina vasopresina sobre el
edema de la corteza cerebral durante la isquemia, que ocurre en las primeras 6 horas
después de la oclusiéon de la arteria cardtida en gerbils. Rivera et al(!?) refieren que es
importante el diagnostico y tratamiento dentro de las primeras 72 horas en caso de

isquemia cerebral transitoria, debido a los cambios inmediatos que ocurren desde las
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primeras horas de producido el trauma, que puede evolucionar hacia un estado de
dafo irreversible y muerte celular.

Dado que los accidentes vasculares encefalicos constituyen una de las primeras causas
de muerte en Cuba y existe un incremento de esta enfermedad en los ultimos afios,
resulta necesario profundizar en los conocimientos basicos sobre las enfermedades
cerebrovasculares y describir algunas de las caracteristicas morfométricas de las
neuronas de la fascia dentada del hipocampo, bajo el efecto de un dafio isquémico
permanente. Por ello, con este estudio se pretende identificar las particularidades de
la secuencia de muerte neuronal en la fascia dentada durante las primeras horas,

después de una isquemia permanente.

Métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo y experimental, a partir de la produccién de un
trauma isquémico cerebral permanente en 24 gerbils de Mongolia, machos, de

65-70 gramos, procedentes del Centro Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (Cenpalab). Durante la investigacién los animales se mantuvieron en un
ambiente controlado, a temperatura de 22-24 °C, humedad relativa de 60-65 % y ciclo
de 12 horas de luz / oscuridad, con libre acceso para consumir agua y alimento.

Ahora bien, para producir la isquemia, los animales fueron anestesiados por via
intraperitoneal con ketamina, a dosis de 45 mg/kg de peso. Se expuso la carotida
derecha que fue ligada en 2 puntos y se seccion6 entre las ligaduras; luego se cerro6 la
herida por planos. Se utilizaron 24 animales, 3 en cada periodo de tiempo y 3 como
control, a los cuales no se le produjo el trauma.

El sacrificio de los animales se realizo6 a las 2, 4, 6, 12, 24, 48, y 72 horas posteriores a
la lesién. Antes de la extraccion del encéfalo se realizé perfusion transcardiaca con
suero fisiologico y solucion de formalina neutra al 10 %. Una vez extraido el encéfalo,
se fijo en formalina y se incluy6 en parafina; los cortes de unos 6 pm se colorearon con
hematoxilina/eosina. Las laminas histologicas fueron ordenadas cronoldgicamente

segun el disefio de la toma de muestra.
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Para el estudio morfométrico se utilizé un microscopio Olimpus con aumento de 400X,
al cual se le colocé una plantilla de puntos. El conteo del nimero de neuronas se
realiz6 en un area constante de 5 660,48 pm? en el hemisferio derecho, que
corresponde a la densidad neuronal de cada variable. Se realizaron varias lecturas en
toda la longitud de la fascia dentada. Las variables estudiadas fueron: poblacion de
neuronas con signos de muerte celular, poblacién de neuronas aparentemente
normales y poblacién de neuronas segin cantidad de nucléolos.

Se calcul6 la media aritmética y la desviacion estandar. La relacién y diferencia entre
las variables se evalu6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson y el analisis
de varianza (ANOVA), respectivamente. Los valores de p < 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

Resultados

Las primeras observaciones microscépicas se realizaron a las 2 horas de producida la
lesién, el nimero de neuronas aparentemente normales en la fascia dentada aun era
elevado, aunque ya existia 9,83 % de muerte neuronal. La figura 1 muestra las
dinamicas de la cantidad de neuronas aparentemente normales (NN) y aquellas con

signos de muerte celular (NM) en la fascia dentada de los animales con isquemia.
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Fig. 1. Se observa la dindmica de las neuronas normales y con signos de
muerte celular en la fascia dentada durante la isquemia permanente.

En las NN se muestra una tendencia general hacia la disminucién progresiva hasta el

final de la experimentacion, debido al incremento del nimero de muerte neuronal. Se
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muestra que durante las primeras 4 a 6 horas disminuyeron las neuronas
aparentemente sanas y aumentaron aquellas con signos de muerte celular.

Obsérvese en la tabla 1 la celeridad con que murieron las neuronas entre 2 y 6 horas
(mas de 30 %) con 9,83 y 43,44 %, respectivamente. En esta etapa los animales
sometidos a isquemia presentaron disminucién de movimientos, erraticos e
incordidndoos; falta de equilibrio y temblores.

Entre las 6 y las 48 horas fluctué el nimero de neuronas NN, pero se mantuvo cercano
a la media general (nivel medio) de 61,41 * 6,73. De igual manera sucedié con la
cantidad de neuronas NM, cuyas cifras oscilaron cercanas al nivel medio de 41,77 +
7,36 con poca variacion en el porcentaje de muerte neuronal. En esta etapa, y mas
notable entre las 24 y 48 horas después de producida la isquemia, los animales
trataban de adoptar una posiciéon mas cdmoda, pero con movimientos muy limitados.
Se observaban movimientos incoordinados al tratar de sostener con las patas un
pellet de alimento para llevarselo a la boca, pero sin lograrlo. La respuesta al dolor era
débil.

Entre las 48 - 72 horas de ocurrida la lesion, se produjo una brusca disminucion de las
neuronas aparentemente sanas hasta valores minimos al final de la investigacion. Al
mismo tiempo, hubo un incremento del nimero de neuronas con signos de muerte,
entre las 48 y 72 horas con 39,2 y 87,9 %, respectivamente. En esta etapa, el cuadro se
deterior6, pues hubo una disminucién importante de neuronas NN, debido a esta
segunda oleada de muerte celular, que duplic6 la ocurrida en las primeras 6 horas. Ya
no hubo respuesta al dolor.

Ademas, entre las 48 y 72 horas se increment6 notablemente el nimero de neuronas
NM, lo cual coincidié con la reduccion de las neuronas aparentemente sanas, dichos
procesos ocurren al mismo tiempo y en sentido inverso, con alto grado de correlaciéon

y coeficiente (r) de -0,88.
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Tabla 1. Valores de las medias del total de neuronas y aquellas dafiladas en cada hora

estudiada
Horas Total de Neuronas con signos de
Neuronas muerte celular (%)
X +Ds X +Ds

2 89,10 £+ 7,51 8,75 + 3,58 9,83
4 104,00 £ 9,62 31,75+ 5,96 30,52
6 122,00 + 8,71 53,00 +8,57 43,44
12 105,16 £ 8,72 45,16 £ 5,59 42,85
24 104,14 + 7,21 39,00 + 6,00 37,50
48 107,00 + 7,49 42,00 + 3,51 39,25
72 83,00 £ 6,62 72,75 £10,30 87,95

Nivel 102,05 + 8,19 41,77 £ 7,36

medio

Se estudiaron las proporciones de neuronas con 1, 2 y 3 nucléolos; segun la cantidad
de estos en el grupo de control, las neuronas presentaron medias de 73,00; 20,28 y
4,71, respectivamente. A las 2 horas del trauma isquémico, aunque las dinamicas de
dichas neuronas mostraron igual patron en las proporciones (figura 2) se produjo un
desplazamiento de las cifras hacia las neuronas con 2 y 3 nucléolos, que presentaron
valores de 42,75; 28,25y 15,75, respectivamente, en relacion al grupo de control.
También se observé una disminucién de las neuronas que presentaron un nucléolo y
se incrementaron las que tenian 2 y 3. A las 6 horas de la isquemia ocurri6 un
incremento de neuronas con 3 nucléolos y disminuciéon de aquella que mostraba uno
solo. Se presentaron diferencias altamente significativas entre las dindmicas de las
neuronas con 1y 3, con p= 0,008; sin embargo, no existié correlacién entre aquellas
con diferentes cifras de nucléolos, esto demostré que el nimero de nucléolos en las
neuronas constituye un proceso independiente.

Entre las 6 y 48 horas las cifras de las neuronas con 1, 2 y 3 nucléolos oscilaron, pues
se mantuvieron cercanas al nivel medio o media general de 29,12; 19,21 y 9,88,
respectivamente. No obstante, pasadas las 48 horas y hasta las 72, se produjo la

disminucién de los nucléolos en general.
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Fig. 2. Se muestra la dindmica de la cantidad de neuronas de la
fascia dentada segtin nimero de nucleolos.

La tabla 2 muestra una considerable dispersién de los datos con respecto a la media.

Se observan diferencias considerables entre los maximos y minimos de todas las

variables.
Tabla 2. Caracteristicas generales de cada variable
Media Desviacién Coeficiente
Variable general . Maximo Minimo Diferencia variacion
estandar o
(%)
Total neuronas ) 5 8,19 122,00 83,00 39,00 7,37
grupo control
Neuronas 61,41 6,73 88,25 10,25 78,00 10,95
normales (NN)
Neuronas con
signos muerte 41,77 7,36 72,75 8,75 64,00 17,62
celular (NM)
Neuronas 1n 29,12 5,89 47,00 2,25 44.75 20,22
Neuronas 2n 19,21 5,30 28,25 4,75 23.50 27,58
Neuronas 3n 9,99 2,40 17,23 1,25 15,98 24,29
- u /7
Discusion

Desde las primeras horas de producirse la lesién isquémica ocurrié una disminucién
importante de la poblacién de neuronas en la fascia dentada, que pas6 de 102,05 +
8,19 neuronas en el grupo de control hasta 89,10 + 7,51 a las 2 horas de producida la
lesién en el grupo con trauma, esta tendencia continu6 hasta las 6 horas. Debido a la
gran disminucioén inicial es que se recomienda la inmediata aplicacién del tratamiento

en las primeras y hasta las 24 horas posteriores al diagnéstico de isquemia,(216.17)
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teniendo en cuenta la vulnerabilidad celular isquémica atribuible a las caracteristicas
especiales del tejido nervioso, muy sensible a la falta de oxigeno y glucosa. Si se
extendia la duracién de la isquemia, se produciria la muerte de las neuronas ante la
falta de nutrientes.

Hasta las 6 primeras horas postrauma la tendencia general fue a la disminucion de las
neuronas con 1y 2 nucléolos, con ligero incremento del nimero de neuronas con 3.
Esto coincide con la primera oleada de muerte neuronal en esta misma etapa, donde
murieron mas de 40 % de las neuronas a las 6 horas posteriores al trauma, lo que
puede explicar el incremento de neuronas con 3 nucléolos y la disminucion del resto.
Este resultado se explica, como la reaccién inicial de las neuronas ante una isquemia
cerebral, puesto que al disminuir el flujo sanguineo en el sitio de la lesion, se producen
alteraciones del metabolismo celular, con mecanismos compensatorios en los
primeros momentos del trauma. A pesar de que el metabolismo disminuye,(1415) la
neurona sigue funcionando, con mayor actividad en el proceso catabodlico, que
depende de la lejania o no de dichas neuronas en relacién con los vasos sanguineos.

En la segunda etapa de la isquemia (entre las 6 y 48 horas), las variaciones en las
dinamicas de las NN y NM fueron de menor intensidad y fluctuaron cerca de los
niveles medios o media general. Esta seria la etapa mas larga, desde las 6 hasta las 48
horas.

La ultima etapa, desde las 48 hasta las 72 horas, presenté cambios notables en las
dinamicas, caracterizados por aumento de las NM y disminucion brusca de las NN, con
un deterioro evidente de la actividad motora en los animales de experimentaciéon
sometidos a la lesién isquémica; esta etapa también ha sido descrita en los casos de
pacientes con isquema.(8.17)

El andlisis de las dindmicas de las variables estudiadas en su conjunto, muestra la
posible existencia de 3 etapas o momentos dentro del periodo isquémico objeto de
estudio, que pueden estar intimamente relacionados con los dafios progresivos del
tejido nervioso producidos por la isquemia permanente, demostrados, ademas, por el
deterioro progresivo de la actividad motora en cada etapa. Para confirmar y
caracterizar las etapas propuestas, se continuara y ampliara la investigacion, teniendo

en cuenta estos resultados.
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Resulta evidente entonces que las variables estudiadas presentaron cierto grado de
variabilidad, dada por la dispersion expresada en la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion. Dicha variabilidad puede relacionarse con un conjunto de
factores asociados a la evolucion de los cambios en las neuronas ante la isquemia
permanente, tales como reaccion inflamatoria y muerte celular.

Es importante tener en cuenta las caracteristicas individuales de los biomodelos
descritas por algunos autores(’) con respecto a la isquemia, la cual se instala
progresivamente en la porcion del encéfalo dafiado, con incremento o disminucién de
los valores promedios de las variables y principalmente la rapidez con que se
producen estos cambios. En la bibliografia consultada se describen diferentes
variantes del poligono de Willis incompleto, teniendo en cuenta la arteria que falte,(7.%)
lo que no es posible conocer en los gerbils antes de ser utilizados en la investigacion.
Aun asi, se considera el biomodelo ideal para este tipo de investigaciones y es
utilizado en la actualidad.

Por otro lado, se estudia la instalacion progresiva de una isquemia cerebral
permanente en las primeras 72 horas después de producido el trauma. En este tiempo
se ocurren cambios relativamente rapidos de una hora a otra, no solo desde el punto
de vista morfoldgico, sino por la repercusion y sintomatologia que aparece en los
individuos con isquemia. Todo depende de la velocidad con que se produzcan los
cambios o modificaciones de las neuronas de la fascia dentada y de las caracteristicas
individuales de cada animal ante la isquemia, lo cual se expresa en la dispersion
observada en la desviacion estandar, en cada una de las diferentes horas estudiadas.
Otro factor importante que puede influir en la variabilidad de los resultados se
relaciona con el patréon de la vascularizaciéon o forma de distribucién de los vasos
sanguineos en el hipocampo y la fascia dentada, lo cual puede incidir en la forma que
ocurre la muerte de las neuronas en la fascia dentada,(®) debido a que existiran zonas
de tejidos sometidas a mayor grado de isquemia, como las que dependen o estan mas
cerca de la arteria afectada. En tal sentido, se describe que el dafio en esta estructura
inicialmente se presenta de forma focal en sitios aislados, aunque finalmente alcance
dicha estructura en su totalidad. Esto significa que el dafio en la fascia dentada no es

progresivo a lo largo de la estructura; por tanto, dentro de la misma zona con dafio
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isquémico pueden existir unas de aparente normalidad sin cambios notables al
microscopio Optico y, al mismo tiempo, otras con dafio celular evidente, en
dependencia de la cercania o no a los vasos sanguineos presentes en el area dafiada, lo
que puede incidir en los resultados con tal nivel de variabilidad.

Los trastornos que aparecen en el tejido nervioso producto de una isquemia
prolongada ocurren de forma secuencial, aunque no organizada, pero dependen de
diferentes factores relacionados con las caracteristicas de la lesién y las propias del
individuo, que pueden influir en la forma de expresién y caracteristicas de la lesion
isquémica; por tanto, desde el punto de vista morfolégico y funcional, no siempre la
misma forma de lesién produce iguales dafios, ni se expresa y evoluciona de la igual
forma.

Se concluye que la fascia dentada del hipocampo en gerbils muestra dafio irreversible
de las neuronas desde las primeras horas de la lesiéon isquémica, con mayor
intensidad a partir de las 48 horas posterior al trauma isquémico. El proceso de
degeneracion y muerte de las neuronas es progresivo en el tiempo y abarca la
totalidad de la estructura. En el periodo estudiado fue posible reconocer 3 etapas
durante el progreso de la lesion isquémica, con caracteristicas morfométricas y
funcionales propias para cada una: la primera, hasta las 6 horas; la segunda, entre las
6 y 48; la tercera, entre las 48 y 72, lo que indica la existencia de periodos durante la
instalacién y desarrollo del proceso isquémico. De ahi la necesidad de continuar el
estudio de dicho proceso, que permita establecer el mejor momento para tratar de

manera inmediata este tipo de enfermedad y su evolucién satisfactoria.
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