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Introduccion. El accidente cerebrovascular es la segunda causa de muerte y la primera de discapacidad
en el mundo, y méas de 85 % es de origen isquémico.

Obijetivo. Evaluar en un modelo de infarto cerebral por embolia arterial el efecto de la atorvastatina
y el meloxicam, administrados por separado y de forma conjunta, sobre la respuesta neuronal, los
astrocitos y la microglia.

Materiales y métodos. Se sometieron ratas Wistar a embolia de la arteria carétida y a tratamiento
con meloxicam y atorvastatina, administrados por separado y conjuntamente, a las 6, 24, 48y 72
horas. Se evaluo la reaccién de las proteinas COX-2, GFAP y OX-42 en las neuronas, los astrocitos
y la microglia mediante inmunohistoquimica y estudios morfoldgicos y de densitometria. Los datos
obtenidos se evaluaron por medio de un analisis de varianza y de pruebas no paramétricas de
comparacion multiple.

Resultados. La isquemia cerebral por embolia arterial incremento significativamente (p<0,001) la
reaccion de los astrocitos y la microglia, en tanto que la atorvastatina y el meloxicam, administrados
por separado y de forma conjunta, la redujeron. La isquemia produjo acortamiento de las
proyecciones de los astrocitos, engrosamiento celular, ruptura de las expansiones protoplasmicas
(clasmatodendrosis) y cambios morfoldgicos en la microglia propios de diversas etapas de actividad.
En las zonas circundantes del foco se incrementd la reaccion inmunoldgica de la COX-2 y se redujo
en el foco isquémico, en tanto que el meloxicam y la atorvastatina redujeron significativamente
(p<0,001) la reaccion inmunoldgica en la zona circundante del foco, restableciendo la marcacién de la
ciclooxigenasa en el foco isquémico.

Conclusion. La combinacién de meloxicam y atorvastatina atenuda la respuesta de los astrocitos y la
microglia en el proceso inflamatorio posterior a la isquemia cerebral por embolia arterial, reduciendo la
degeneracion neuronal y restableciendo el equilibrio morfoldgico y funcional del tejido nervioso.
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Atorvastatin-meloxicam association inhibits neuroinflammation and attenuates the cellular
damage in cerebral ischemia by arterial embolism.

Introduction: Stroke is the second leading cause of death and the first cause of disability in the world,
with more than 85% of the cases having ischemic origin.

Objective: To evaluate in an embolism model of stroke the effect of atorvastatin and meloxicam on
neurons, astrocytes and microglia. This evaluation was done administering each medication individually
and in association.

Materials and methods: Wistar rats were subjected to carotid arterial embolism and treatment with
meloxicam and atorvastatin at 6, 24, 48 and 72 hours. Using immunohistochemistry, we evaluated
the immunoreactivity of COX-2 protein, GFAP and OX-42 in neurons, astrocytes and microglia by
densitometric and morphological studies. Data were evaluated by variance analysis and non-parametric
multiple comparison.

Results: Cerebral ischemia by arterial embolism increased significantly the reactivity of microglia
and astrocytes (p<0.001), whereas it was reduced by atorvastatin, meloxicam and their association.
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Meloxicam y atorvastatina en isquemia cerebral

Ischemia produced astrocytic shortening, cellular thickening, protoplasmic rupture expansions
(clasmatodendrosis) and microglial morphological changes characteristic of various activity stages. In
perifocal areas, immunoreactivity of COX-2 was increased and in the ischemic focus it was reduced,
while meloxicam and atorvastatin significantly reduced (p<0.001) perifocal immunoreactivity, restoring
the marking of cyclooxygenase in the ischemic focus.

Conclusion: These results suggest that the meloxicam-atorvastatin association attenuates astrocytic
and microglial response in the inflammatory process after cerebral ischemia by arterial embolism,
reducing neurodegeneration and restoring the morphological and functional balance of nervous tissue.

Key words: astrocytes, cyclooxygenase, brain ischemia, microglia.
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El accidente cerebrovascular es la segunda causa
de muerte en el mundo (1,2), y mas 85 % de los
casos son de tipo isquémico (3,4). La isquemia
cerebral es ocasionada por la oclusion de una
arteria principal, lo que interrumpe el flujo de
sangre al cerebro e instaura un fallo energético
por disminucion del aporte de oxigeno y glucosa,
por la alteracion en la produccion del trifosfato de
adenosina (adenosine triphosphate, ATP) y de los
gradientes iénicos, asi como por la liberacion de
elevadas cantidades de glutamato. El glutamato
liberado en exceso en el espacio extracelular lleva
a la muerte neuronal por excitotoxicidad debido al
estimulo de los receptores, al aumento del calcio
intracelular y a la acidosis metabdlica establecida,
lo cual contribuye al dafio isquémico y a la
activacion de proteinas y enzimas que participan
en los procesos de la muerte celular (4-6).

En el proceso inflamatorio del cerebro diversos
factores solubles pueden mediar, influenciar y
regular la actividad de las neuroglias y las neuronas;
ademas, en fases tempranas, se activan los
astrocitos y la microglia, y esta Ultima migra hacia el
sitio del dafio y libera citocinas proinflamatorias (7).

Los astrocitos son el tipo de célula mas numeroso en
el cerebro y se encuentran involucrados dinamica-
mente en la transmisién sinaptica, la homeostasis
ibnica y metabdlica, la respuesta inflamatoria,
la produccion de antioxidantes, el soporte tréfico
de las neuronas, asi como en el establecimiento
y mantenimiento de la barrera hematoencefélica;
ademas, cumplen una funcion protectora mediante
la captacion de iones y neurotransmisores del
espacio extracelular que ayudan a limitar el dafio
excitotoxico en las neuronas vecinas (6-9).
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Los astrocitos responden activamente a las sefia-
les enviadas por las neuronas, el endotelio y la
microglia, siendo una caracteristica prominente
la gliosis reactiva en respuesta a un dafio; los
astrocitos reactivos experimentan cambios en su
morfologiay en la expresion de diversas moléculas,
entre ellas, la proteina acidica fibrilar de la neuroglia
(Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP), la cual es
sobrerregulada, coincidiendo con la hipertrofia
celular (8-10).

Por otro lado, la microglia corresponde a la linea
celular inmunoefectora del cerebro, cuya actividad
se encuentra regulada por las condiciones del
ambiente que la rodean. Normalmente, las células
de la microglia se caracterizan por poseer un
cuerpo celular pequefio desde el cual proyectan
prolongaciones finas y ramificadas con una baja
expresion de antigenos de superficie. Durante la
lesion cerebral, la microglia experimenta cambios
rapidos en su programa efector, transformando su
morfologia, proliferando y liberando componentes
proinflamatorios, e incrementando la expresion de
antigenos de superficie inmunomoduladores (7,11).
Los cambios en el ambiente cerebral inducidos
por la isquemia generan variadas respuestas fisio-
patologicas en la microglia, las cuales se evidencian
en la transformacion de una microglia vigilante en
una en estado reactivo; entre estas respuestas se
encuentra el aumento de la expresiéon de algunas
moléculas de superficie como la integrina CD11b
(OX-42), la cual se considera un indicador de
la activacion de la microglia . Asimismo, en una
primera etapa de activacion, la microglia cambia
morfolégicamente sin llegar a ser fagocitica, pero
en caso de presentarse degeneracién neuronal,
puede transformarse en una célula con estas
caracteristicas (7,11). Ademas de la activaciéon de
las células de la neuroglia, durante la isquemia
cerebral se incrementa la liberacion de factores
solubles mediadores de la inflamacion, entre estos
las prostaglandinas, que son producidas por la
actividad enzimatica de la ciclooxigenasa (COX)
a partir del acido araquidonico (12).
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Existen dos isoformas principales de la COX, la
COX-1, que se expresa constitutivamente en la
mayoria de los tejidos, y la COX-2, usualmente
inducida por estimulos inflamatorios (forma
inducible). En el cerebro, la COX-2 se expresa
constitutivamente y representa la principal iso-
forma bajo condiciones fisiologicas (13,14). En
condiciones basales se ha demostrado que la
COX-2 es unimportante mediador en la transmisiéon
de las sinapsis excitadoras glutamatérgicas, la
potenciacion a largo plazo y la plasticidad sinaptica;
sin embargo, siendo una enzima inducible, la
expresion y la actividad de la COX-2 aumentan
mucho frente a los estimulos proinflamatorios y
de activacion de los receptores del N-metil-D-
aspartato (NMDA) (14,15).

Aungue se ha logrado avanzar sustancialmente en
el conocimiento de la fisiopatologia de la isquemia
cerebral, ain deben aclararse muchos de los
eventos celulares y subcelulares que se suscitan
en las neuronas, la neuroglia y la microglia. De
otra parte, existen pocas alternativas terapéuticas
aprobadas para el tratamiento de la isquemia
cerebral, con excepcion del factor activador del
plasmindgeno tisular recombinante (Recombinant
Tissue Plasminogen Activator, rt-PA) y ciertos
farmacos tromboliticos de variada eficacia (16).

Por estas razones, es necesario buscar nuevas alter-
nativas de tratamiento para la isquemia cerebral,
entre las cuales la asociacion farmacolégica de
un inhibidor selectivo de la COX-2 (meloxicam) y
un farmaco inhibidor de una enzima pivote en la
sintesis del colesterol (atorvastatina) ha demostrado
favorecer la recuperacion tisular y reducir el dafio
neuronal mediante diversos mecanismos (17).

Esta investigacion tuvo como objetivo principal
evaluar, en un modelo de infarto cerebral por
embolia arterial, el efecto de la atorvastatina y
el meloxicam, administrados por separado y de
forma combinada, sobre la respuesta celular de las
neuronas, los astrocitos y la microglia por medio
de los biomarcadores COX-2, GFAP y OX-42,
determinando los patrones de reaccion inmuno-
I6gica de estas proteinas en el tejido isquémico.

Materiales y métodos
Animales de experimentacion

Se utilizaron 32 ratas Wistar hembra con 211+15 g
de peso, mantenidas bajo condiciones controladas
de bioterio a una temperatura de 22+2 °C, con
705 % de humedad relativa, ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas, agua ad libitum y racion
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diaria de alimento (15 g por animal). Los proce-
dimientos experimentales se efectuaron siguiendo
las normas internacionales de proteccion y manejo
de animales de laboratorio (18) y atendiendo a lo
sefialado en la Ley 84 de 1989 sobre proteccion
animal en Colombia y la Resolucién 8430 de 1993.
La investigacion fue aprobada por el Comité Local
de Etica de la Universidad del Tolima.

Disefio experimental

Los animales se distribuyeron aleatoriamente
en cuatro grupos experimentales (n=20) y cuatro
grupos de control (n=12). Los animales de los
grupos experimentales (1 a 4) se sometieron
a isquemia cerebral por embolia arterial y los
controles (isquemia simulada) se intervinieron
quirdrgicamente pero no fueron sometidos a embolia
(grupos 5 a 8). A los animales de los grupos 1y
5 se les administr6 meloxicam (2,5 mg/kg), a los
de los grupos 2 y 6, atorvastatina célcica (10 mg/
kg) y a los de los grupos 3y 7, una combinacién
de meloxicam (2,5 mg/kg) y atorvastatina (10 mg/
kg), en tanto que a los de los grupos 4 y 8 se les
administré carboximetilcelulosa como placebo. En
todos los casos, las dosis se diluyeron en 2 ml de
solucion salina y se administraron mediante una
sonda esofagogastrica curva abotonada N° 18
(para rata). Las dosis fueron administradas a las
6, 24, 48 y 72 horas después de la cirugia, tanto
a los animales isquémicos como a aquellos con
isquemia simulada.

Anestesia

Los procedimientos quirargicos se realizaron bajo
anestesia somatica profunda mediante la combina-
cion de xilacina al 2 % (5 mg/kg) y ketamina al 5 %
(90 mg/kg) por via intraperitoneal; se suministro,
ademas, sulfato de atropina 1:1000 (100 pg/kg)
por via subcutdnea, como vagolitico y protector
del miocardio.

Modelo de isquemia cerebral

Los animales se intervinieron quirdrgicamente
siguiendo el protocolo de Kudo, et al. (19), con
algunas modificaciones propias de nuestro labo-
ratorio, las cuales se describen a continuacion. Se
expuso la arteria carétida comdn derecha y, en la
bifurcacion de la carétida interna y la externa, se
coloco temporalmente una pinza microvascular
de aneurisma (FST N° 00400-03) justo encima
del origen de la carotida externa, y se dispuso una
banda de latex alrededor de la carétida comin, 15
mm por debajo de su bifurcacion. A través de una
microincisién en la carétida comuln se introdujo un
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catéter de poliestireno N° 24 en el craneo a través
de la cardtida interna, dirigido hacia la bifurcacién
de la arteria cerebral media y la cerebral anterior,
y en este sitio se inyectd el coagulo ya formado
resuspendido en un volumen de 400 ul de solucién
salina isoténica (NacCl).

La preparacion del coagulo se hizo in situ, siguiendo
el método propuesto por Wang, et al. (20,21), con
las siguientes modificaciones: se cargaron 50 pl
de sangre de la arteria carétida comin mediante
presién negativa con jeringuilla de 1 ml acoplada al
catéter, el cual contenia 50 pl de trombina bovina
alfa(a-tb13NIH/U—HTI Lab, BCT 1020); después de
tres minutos, se formé el coagulo, se resuspendio
en 400 pl de solucién salina y se inyect6 lentamente
por medio del catéter dirigido hacia la bifurcacion
arterial (cerebral media y cerebral anterior). Se
retird el catéter y se ligo la arteria carétida comun
craneal y caudalmente con polipropileno 4/0; luego
se retiraron la pinza de aneurisma y la banda de
latex, y a continuacién se suturd la piel en un solo
plano con nailon quirargico (prolene 4/0).

Latemperatura corporal se controlé con termémetro
rectal digital durante la operacion y los animales
se colocaron en cajas de recuperacion con agua y
alimento ad libitum. El tiempo de la cirugia fue de
20 minutos, en promedio.

Perfusion y procesamiento de los cerebros

Pasadas 48 horas de la ultima dosis de trata-
miento, los animales se sacrificaron bajo anestesia
general con una mezcla de xilazina (10 mg/kg)
y pentobarbital sédico (60 mg/kg), administrada
por via intraperitoneal; luego se perfundieron
con solucién salina isoténica (200 ml) por via
intracardiaca y avance aortico y, posteriormente,
con paraformaldehido al 4 % en soluciéon tampén
de fosfato 0,1 M pH 7,4 (200 ml). Los cerebros se
extrajeron y se fijaron durante 48 horas en para-
formaldehido al 4 % a 4 °C. Se obtuvieron cortes
coronales de 50 um con vibratomo (Vibratome
1500%®) y se mantuvieron en solucion tampon
de fosfato (PB 0,1M) a 4 °C o en preservacion
criogénica (-20 °C), hasta el montaje de las pruebas
inmunohistoquimicas.

Pruebas inmunohistoquimicas

Como marcadores de la actividad de la neuroglia
(astrocitos), se utilizé el anticuerpo contra la
proteina acidica fibrilar de la neuroglia (Anti-GFAP
Rabbit 1:500, Sigma), el CD11b (Anti-OX42 Mouse
anti-Rat1:100 Millipore) para la microglia y anti-
COX-2 (Rabbit 1:100 Abcam) como marcador de la

Meloxicam y atorvastatina en isquemia cerebral

actividad de la ciclooxigenasa 2. Se emplearon los
bregmas comprendidos entre -2,8 y -3,8 para cada
uno de los marcadores y las pruebas se montaron
por duplicado.

La inmunohistoquimica convencional se realizd
empleando la técnica del complejo avidina-biotina-
peroxidasa. Los cortes se trataron con una solucién
de inhibicion de la peroxidasa enddgena durante
20 minutos (metanol: PB 0,1 M 1:1y H,O, 1 %), se
lavaron tres veces con PB 0,1 M y se mantuvieron en
solucién de bloqueo (BSA 1 %, TritonX-1003 % y PB
0,1 M) durante 90 minutos a temperatura ambiente
y, a continuacion, se incubaron con el anticuerpo
primario diluido en solucién de incubacién (Triton
X-100 0,3 %, BSA 0,3 %, PB 0,1M) a 4 °C durante
toda una noche; posteriormente, previo lavado con
PB0,1M, seincubaron en los anticuerpos secundarios
correspondientes (Goat anti-Rabbit 1:400 y Goat
anti-Mouse 1:200 Thermo Scientific) por 120 minutos
a temperatura ambiente y seguidamente con el
complejo avidina-biotina-peroxidasa (1:250 Ay 1:250
B) durante 120 minutos a temperatura ambiente,
manteniéndolos protegidos de la luz y en agitacion
constante (shaker); después de tres lavados con
PB 0,1 M, se reveld con el cromégeno diamino-
bencidina (DAB 1,8 mg/ml - H,0, 0,02 %).

Los cortes se montaron en laminas gelatinizadas,
se secaron a temperatura ambiente durante 24
horas y se sometieron a deshidratacién por
gradiente creciente de alcoholes (70, 96, 100 %)
y xileno; finalmente, se cubrieron con laminillas y
sellante resinoso (Consult mount).

Obtencion y procesamiento de las imagenes

Para la evaluacion de la reaccion de las células de
la neuroglia (astrocitos y microglia) y de la enzima
ciclooxigenasa 2, se tomaron fotografias de los
cortes en el hemisferio ipsilateral. La reaccién
inmunolégica se registr6 fotograficamente en
microscopio Optico (Motic BA210%) y camara digital
(Moticam 2000®). Las imagenes digitales se proce-
saron con el software Fiji-image J 1.45 (NIH) por
densitometria y cuantificacion en unidades relativas.

Andlisis de los datos

Los datos se procesaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) no paramétrica y comparacion
multiple entre medias de tratamientos (Dunns)
una vez hechos la prueba de homogeneidad de
varianzas y el test de normalidad. Los datos se
analizaron con el programa Graph Pad (Prism v. 5.0)
y se expresaron como la media + error estandar. El
nivel de significacién se fijé en p<0,05.
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Resultados
Infarto por embolia arterial

La embolia de la arteria cerebral media, producida
con el empleo de la trombina bovina alfa (a-tb),
resultd en un infarto similar al de los modelos
focales, que afecto principalmente la corteza cere-
bral y, en algunas ocasiones, el cuerpo estriado y
el hipocampo. Las zonas infartadas se evaluaron
en experimentos previos mediante la tincién con
cloruro de trifenil-tetrazolio (tryphenil tetrazolium
chloride, TTC) (no se presentan los datos).

Reaccioén de los astrocitos

Se evalud el efecto de la isquemia y de los
tratamientos sobre la reaccion de los astrocitos
en diversos territorios encefalicos (zona CAL1 del
hipocampo, corteza somatosensorial y putamen
caudado), 120 horas después de la cirugia.
En la zona CAl del hipocampo se encontré un
aumento en la reaccién de los astrocitos, aunque
sin diferencias significativas entre los grupos de
animales isquémicos y con isquemia simulada (no
se presentan los datos).

Por el contrario, en la corteza somatosensorial la
reaccion inmunolégica de la GFAP fue evidente en
los animales isquémicos comparados con aquellos
con isquemia simulada (figura 1A), mostrando
una distribucién diferencial de los astrocitos. En
esta zona se encontraron diferencias significativas
entre los grupos de animales con isquemia tratados
con placebo (*p<0,05), los isquémicos tratados
con meloxicam (**p<0,01), con atorvastatina (1A)
(***p<0,001) y con la combinacién de meloxicam
y atorvastatina (***p<0,001), frente al grupo con
isquemia simulada tratado con placebo (figura 1D).
Ademas, se observaron cambios morfologicos
en los astrocitos, con aumento del tamafio del
cuerpo celular y retracciéon de las proyecciones;
particularmente en aquellos con isquemia tratados
con placebo, se evidencié la presencia de restos
celulares (figura 1C, 1-2).

Por otro lado, los astrocitos de los grupos de
animales con isquemia tratados con meloxicam, de
los tratados con atorvastatina y de los tratados con
la combinacion de ambos farmacos, mantuvieron
Sus proyecciones con menor retraccion y presen-
taron menos restos celulares (figura 1C, 3-4).
Igualmente, en el cuerpo estriado se hallaron
diferencias significativas entre los grupos de
animales con isquemia tratados con placebo y
de aquellos con isquemia simulada tratados con
placebo (*p<0,05), entre los isquémicos y aquellos

370

Biomédica 2014;34:366-78

con isquemia simulada tratados con meloxicam
(**p<0,01), y los grupos de animales con isquemia
y con isquemia simulada tratados con atorvastatina
(*p<0,05), excepto cuando se traté del grupo
de isquémicos tratados con la combinacion de
atorvastatina y meloxicam (figura 1B,1E).

Reaccion de la microglia

Aunque se evaluaron varios territorios encefalicos
como la corteza somatosensorial, el hipocampo,
el cuerpo estriado, los ndcleos taldmicos, la
zona paraventricular, el tracto éptico y el cuerpo
calloso, fue en la fimbria del hipocampo donde
se evidenciaron cambios constantes en la
reaccion de la microglia 120 horas después de
la isquemia, mientras que en las otras zonas
evaluadas la distribucién de la microglia varié
entre los individuos y su activacion dependio de
si la zona era parte del foco isquémico (figura
2C). En esta zona se observo una acentuada
reaccion de la microglia en los grupos isquémicos
(tratados con placebo, con meloxicam y con
atorvastatina y meloxicam) comparados con los
controles (figura 2A).

Asimismo, se hallaron diferencias muy significativas
en la reaccion de la microglia entre los isquémicos
y aquellos con isquemia simulada tratados con
placebo (****p<0,0001), entre los animales con
isquemia simulada y los isquémicos tratados con
meloxicam (****p<0,0001), entre los animales con
isquemia simulada y los isquémicos tratados con
la combinacion de atorvastatina y meloxicam
(****p<0,0001), y entre los isquémicos tratados
con placebo y los tratados con atorvastatina
(****p<0,0001) (figura 2D).

Contrariamente a lo observado en los grupos
isquémicos tratados con meloxicam y con la
combinacion de meloxicam y atorvastatina, el
tratamiento con atorvastatina disminuy6 la marca-
cion inmunoldgica de la OX42, a tal punto que
la reaccion de la microglia en respuesta a la
isquemia mostré un comportamiento similar al de
los grupos de animales con isquemia simulada
tratados con placebo (figura 2A1, A6). Ademas, se
observaron cambios morfoldgicos representados
en el acortamiento de las proyecciones y el
aumento del cuerpo celular (figura 2, B2). En
el foco isquémico y en las zonas limitrofes, se
encontraron diferentes grados de transforma-
cion morfolégica de la microglia, desde formas
ramificadas y estados intermedios hasta formas
similares a la ameba.
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Figura 1. Efecto de la isquemia cerebral por embolia y de la combinacion de meloxicam y atorvastatina sobre la reaccion de los astrocitos
en la corteza somatosensorial (A) y el cuerpo estriado (B). Imagenes representativas de la reacciéon inmunolégica de los astrocitos
(GFAP) en los grupos de animales con isquemia simulada tratados con placebo (1), de los tratados con meloxicam (3), de los tratados con
atorvastatina (5), de los tratados con atorvastatina y meloxicam (7), asi como de los isquémicos tratados con placebo (2), con meloxicam
(4), con atorvastina (6), y con atorvastina y meloxicam (8) (10X). C) Imagenes ampliadas (100X) de astrocitos individuales en la corteza
somatosensorial de los grupos de animales con isquemia simulada tratados con placebo (1), de los isquémicos tratados con placebo (2), de
los animales con isquemia simulada tratados con atorvastatina (3) y de los isquémicos tratados con atorvastatina (4) (barra de escala=20
um). D) Se observan diferencias significativas entre los grupos de animales con isquemia simulada y los isquémicos tratados con placebo
(*p<0,05), los animales con isquemia simulada tratados con placebo y los isquémicos tratados con meloxicam (**p<0,01), de animales con
isquemia simulada tratados com placebo y los isquémicos tratados con atorvastatina (***p<0,001) y los animales com isquemia simulada
tratados com placebo y los isquémicos tratados con atorvastatina y meloxicam (***p<0,001). Entre los grupos de animales isquémicos
tratados con placebo, con meloxicam, con atorvastatina y con ambos farmacos, no se observaron diferencias significativas. E) Se aprecia
un incremento significativo en la reaccion inmunologica de la GFAP (p<0,05) en el cuerpo estriado de los grupos isquémicos (tratados
con placebo, atorvastatina y meloxican) comparados con sus respectivos controles. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos de animales con isquemia simulada tratados con meloxicam y atorvastatina, y los isquémicos tratados con la misma combinacion.
Los datos estan expresados como la media + error estandar. Barra de escala en Ay B=100 um
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Figura 2. Efecto de la isquemia cerebral por embolia y de la combinacion de meloxicam y atorvastatina sobre la reaccion de la microglia
en el perimetro del foco en la fimbria del hipocampo (A). Imagenes representativas de la reaccién inmunolégica de la microglia (OX-42)
en los grupos de animales con isquemia simulada tratados con placebo (1), con meloxicam (3), con atorvastatina (5) y con atorvastatina
y meloxicam (7), los isquémicos tratados con placebo (2), con meloxicam 4), con atorvastina (6) y con atorvastina y meloxicam (8) (10X).
B) Imagenes ampliadas (100X) de células de la microglia en el hipocampo de los grupos de animales con isquemia simulada tratados con
placebo (1), de isquémicos tratados con placebo (2), de animales con isquemia simulada (3) e isquémicos tratados con atorvastatina (4)
(barra de escala=20 um). C) Reaccion de la OX-42 en el foco isquémico de la corteza somatosensorial (1), zona CA2 del hipocampo (2),
nucleos talamicos (3) y putamen caudado (4) a 10X (barra de escala=100 pm). En el recuadro de la figura C-1 se muestra una célula con
morfologia similar a la ameba (100X). D) Reaccion inmunoldgica de la OX-42; se observan diferencias muy significativas (****p<0,0001)
entre los grupos de animales isquémicos tratados con placebo, con meloxicam y con meloxicam y atorvastatina Vs. los respectivos
controles, e igualmente entre los grupos de animales isquémicos tratados con placebo y los isquémicos tratados con atorvastatina
(****p<0,0001). Los datos estan expresados como la media + error estandar.
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Reaccién inmunolégica de la ciclooxigenasa 2

Se encontré una distribucion de la reaccién
inmunolégica de la enzima COX-2 en todos
los sectores y capas corticales, asi como en el
hipocampo (giro dentado y CA3), de los grupos
de animales con isquemia simulada. Al comparar
el grupo de animales isquémicos tratados con
placebo y aquellos con isquemia simulada tratados
con placebo, se observé una disminucion de la
reaccion de la enzima en zonas muy definidas del
foco y un incremento en las zonas limitrofes del
foco isquémico y en las zonas de penumbra, tales
como la corteza somatosensorial primaria y el giro
dentado del hipocampo (figura 3A1-2, 3B 1-2).

En la corteza somatosensorial primaria del grupo
de isquémicos tratados con placebo, se observé
reaccion excesiva de la COX-2 con diferencias muy
significativas en relacién con el grupo con isquemia
simulada tratado con placebo (***p<0,001). En los
grupos tratados se evidencio una marcada reduccién
en la reaccion inmunolégica de la COX-2, lo
gue difiere sustancialmente de lo observado en
el grupo de isquémicos tratados con placebo
frente a los grupos de isquémicos tratados con
meloxicam (**p<0,01), de isquémicos tratados con
atorvastatina (***p<0,001) y de isquémicos tratados
con la combinacién de los dos farmacos (**p<0,01)
(figura 3C). Igualmente, se observaron diferencias
significativas entre los grupos con isquemia simulada
y el de isquémicos tratados con atorvastatina
(***p<0,001) (figura 3C), notandose una mayor
reaccion de la COX-2 en el grupo de animales con
isquemia simulada tratados con atorvastatina que
en el de isquémicos tratados con el mismo farmaco.

En el giro dentado del hipocampo solo se eviden-
ciaron diferencias entre los grupos con isquemia
simulada y de isquémicos tratados con placebo
(*p<0,05) (figura 3D). Aunque no se advirtieron
diferencias con respecto al placebo en los grupos
tratados, si se pudo observar una tendencia a la
disminucién de lareaccion de la COX-2 en los grupos
isquémicos tratados con meloxicam, atorvastatina
y con la combinacion de ambos farmacos (figura
3B 2, 4, 6, 8). Ademas, se observo que, al igual
gue en la corteza somatosensorial, el efecto de la
atorvastatina en el giro dentado tendié a aumentar
la reaccién de la enzima en el grupo con isquemia
simulada (figura 3B, 5).

Discusion
Los patrones de distribucién de las lesiones
observadas en la corteza y, ocasionalmente, en el
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cuerpo estriado y el hipocampo, fueron similares
a los descritos por otros autores en el modelo de
isquemia por embolia arterial (21) y en el modelo
focal de oclusion temporal de la arteria cerebral
media (22,23). En ambos modelos, las lesiones
concuerdan con las que se observan en humanos
como resultado de la oclusion de la arteria cerebral
media o de alguna de sus ramas (19), lo que
coincide con lo descrito en esta investigacion.

En este estudio se evidenciaron los cambios
de la actividad en los astrocitos y la microglia
subsiguientes a la isquemia cerebral, lo cual se
relaciona con la modulacion de las proteinas GFAP
y OX-42. El aumento significativo en la reaccion
de la proteina GFAP en la corteza somatosensorial
y en el cuerpo estriado coincide con lo descrito
por Stoll, et al. (24), quienes manifiestan que la
sobreexpresion de esta proteina es una de las
caracteristicas mas relevantes de la respuesta de
los astrocitos frente a la isquemia cerebral, junto
con su hipertrofia e hiperplasia (24); ademas, el
aumento del tamafio del cuerpo celular y del engro-
samiento de las proyecciones de los astrocitos
observados en el grupo de animales isquémicos
tratados con placebo, con reaccién positiva y
astrocitos fragmentados, puede interpretarse como
dafio celular de la neuroglia (clasmatodendrosis)
asociado a la pérdida de su integridad como
consecuencia de la acidosis celular (25).

De otra parte, la sobreexpresion de GFAP en
astrocitos reactivos (hipertréficos) se ha relacionado
con la proteccion neuronal, dado que los astrocitos
ayudan a regular el glutamato extracelular (10).

Enun estudio de Ouyang, etal. (8), se demostr6 que
ante la disminucion de oxigeno y de glucosa, los
astrocitos de la zona CAL del hipocampo reducian
su capacidad para captar glutamato extracelular, lo
gue desembocé en un descenso en la reaccion de
la GFAP y en la consecuente pérdida de la funcién
del astrocito, lo cual, a su vez, se ha relacionado
con la muerte neuronal (8).

Teniendo en cuenta que el presente estudio se
realiz6 120 horas después de la isquemia, se
observé una poblacién heterogénea de astrocitos
(funcionales y no funcionales) en el grupo de
animales isquémicos tratados con placebo y es
probable que los astrocitos inmunorreactivos
correspondieran a células hipertréficas en proceso
de captacion del glutamato extracelular para garan-
tizar la supervivencia neuronal. En los grupos de
animales isquémicos tratados con meloxicam, con
atorvastatina y con la combinacién de ambos la
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Figura 3. Efecto de la isquemia cerebral por emboliay de la combinacion de meloxicam y atorvastatina sobre la reaccion de la ciclooxigenasa
2 en la corteza somatosensorial (A) y en el giro dentado del hipocampo (B). Imagenes representativas de la reaccién inmunolégica de
la COX-2 en los grupos de animales con isquemia simulada tratados com placebo (1), con meloxicam (3), con atorvastatina (5) y
con atorvastatina y meloxicam (7), y los animales isquémicos tratados con placebo (2), con meloxicam (4), con atorvastina (6) y con
atorvastina y meloxicam (8) (40X, barra de escala=50 um). C) Reacci6n inmunoldgica de la COX-2 en la corteza somatosensorial; se
observan diferencias muy significativas entre los grupos de animales con isquemia simulada y los isquémicos tratados con placebo
(***p<0,001) y los isquémicos tratados con placebo y con meloxicam (**p<0,01), los isquémicos tratados con placeco y los tratados con
atorvastatina (***p<0,001), y los isquémicos tratados con placebo y con meloxicam y atorvastatina (**p<0,01). Se aprecian diferencias
entre los animales con isquemia simulada y los isquémicos tratados con atorvastatina (***p<0,001). D) Reaccion inmunolégica de la
COX-2 en el giro dentado del hipocampo; se observan diferencias significativas entre los grupos de animales con isquemia simulada y
los isquémicos tratados con placebo (*p<0,05), pero no entre los isquémicos tratados con placebo, con meloxicam, con atorvastatina
y con meloxicam y atorvastatina. Los recuadros en Ay B (esquina superior derecha) corresponden a células individuales en escala de
grises (100X, barra de escala=20 um). Los datos estan expresados como la media + error estandar.
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reaccion de la GFAP fue significativamente mayor
(p<0,01) que en los controles, aunque la morfologia
de los astrocitos se mantuvo homogénea, lo
cual sugiere que el meloxicam, administrado por
separado 0 en combinacion con la atorvastatina,
favorece la supervivencia de los astrocitos que han
reaccionado a la lesi6n, pero que mantienen su
funcion. Es probable que los tratamientos modulen
positivamente la respuesta de los astrocitos frente
al dafo, manteniendo su integridad celular y
conservando su capacidad como reguladores de
la homeostasis.

En cuanto a la reaccion de la proteina OX-42 de
la microglia, esta se increment6 significativamente
en los animales isquémicos a las 120 horas de la
embolia. Dicha reaccion se ha documentado en los
estudios de otros autores sobre laisquemia cerebral
experimental (26-29). El incremento en la reaccién
de la OX-42 se ha relacionado directamente con
el proceso de activacion de la microglia (26),
por lo cual se supone que la detectada en este
estudio estaba activa. En otro estudio (27) también
fue evidente la activacién de la microglia en el
hipocampo (CA1, CA3y giro dentado) en momentos
similares; sin embargo, en la presente investigacion
no se detecto reaccion de la OX-42 en estas zonas
(figura 2D, 2) sino Unicamente en los casos en los
gue el foco isquémico se extendio a ese territorio,
lo cual pudo obedecer a la migracion de las células
de la microglia hacia el area lesionada.

Otros autores (26,28) han descrito que, después de
24 horas de haberse producido la lesién, la mayoria
de las células de la microglia se encontraban en
las zonas limitrofes y en el centro de la lesion,
exhibiendo diferentes estados de activacion repre-
sentados en cambios morfolégicos (retraccion de
las proyecciones, aumento de tamafio del cuerpo
celular y morfologia redondeada de tipo similar a
la ameba), tal como se presentd en este estudio
(figura 2 C1). Con relacion a las formas similares
a la ameba, se ha demostrado en otros trabajos
gue la proteina ED-1 se expresa en las células de
la microglia en proceso de fagocitosis en el mismo
sitio de la proteina OX-42 y que la transformacion
de las muchas ramificaciones de la microglia en
una forma similar a la ameba esta relacionada
con un cambio de actividad orientado a iniciar el
proceso de fagocitosis (30,31).

En la fimbria del hipocampo, el aumento significativo
de la reaccion de la OX-42 permitié establecer
una morfologia primordialmente ramificada, lo
cual se ha relacionado en otros estudios con
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un fenotipo de proteccion neuronal (28) y como
parte de los procesos de plasticidad neuronal
(26,31) y remodelacion sinaptica, orquestando
un equilibrio entre la formaciéon de sinapsis y
la muerte neuronal en los territorios lesionados
(32,33). Esto puede indicar que la microglia
ramificada probablemente es la responsable del
mantenimiento de las sinapsis entre las redes
neuronales que conectan el hipocampo con otras
zonas cerebrales. La ausencia de las formas
similares a la ameba y la presencia de las formas
ramificadas de la microglia representan una sefial
favorable para la integridad de los cordones
axonales que cruzan hacia diversos territorios
estableciendo la red sinaptica.

Simultdneamente con el incremento en la reaccién
de la GFAP y la OX-42 por efecto de la isquemia
cerebral, se aumenté significativamente la reaccién
de la enzima COX-2, principalmente en la corteza
somatosensorial primaria y en el giro dentado del
hipocampo, lo cual concuerda con lo reportado por
otros autores, quienes encontraron una induccién
dramética de la enzima COX-2 en las zonas
aledafias al foco (34-37).

El aumento en la reaccion de la COX-2 se ha
asociado a la activacion de la isoforma inducible de
la enzima, vinculada a la elevacion de prostaglan-
dinas proinflamatorias como la PGE2 que median
en los procesos de dafio neuronal, plasticidad
sinaptica aberrante y respuestas inmunitarias e
inflamatorias (34-38). Se ha demostrado que la
activacion de la isoforma inducible de la COX-2 se
hace mediante la estimulacion de los receptores
NMDA, principalmente los extrasinapticos (37).

En el presente estudio el aumento en la reaccién
de la COX-2 a las 120 horas de la isquemia,
probablemente correspondié a un estimulo soste-
nido de la activacion de la isoforma inducible de
la COX-2 concordante con un proceso inflamatorio
persistente.

De otra parte, la actividad de la COX-2 se ha
asociado a la proliferacion de células progenitoras
neurales bajo condiciones fisiolégicas y en zonas
de formacion de neuronas, como la zona sub-
granular del giro dentado del hipocampo, células
éstas que en algunas circunstancias pueden
desviarse de su via normal hacia sitios de lesion
como respuesta a un dafio (39). Sasaki, etal. (40),
comprobaron que la isquemia cerebral incrementa
transitoriamente la formacion de neuronas en el giro
dentado del hipocampo y esta unida a la actividad
de la COX-2 en las neuronas y los astrocitos, los
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cuales probablemente actian como moduladores
de la proliferaciéon de las células progenitoras
neurales (40).

En el presente estudio se encontr6 un aumento
significativo en la reaccion de la COX-2 en el giro
dentado en los animales isquémicos no tratados;
sin embargo, en los grupos isquémicos tratados
con meloxicam y atorvastatina también se encontré
un incremento en la reaccion de la COX-2 en esta
zona, comparados con los controles pero sin
diferencias entre ellos. Es posible que la persistente
reaccion de la COX-2 en el giro dentado en los
grupos tratados se relacione con la capacidad
del hipocampo para iniciar procesos de formacion
neuronal a partir de un estimulo lesivo, indicando,
probablemente, que las células del giro dentado
del hipocampo podrian favorecer los procesos de
reparacion tisular.

Contrariamente a lo encontrado en el hipocampo, se
observé una reduccion significativa en la reaccion
de la COX-2 en la corteza somatosensorial de
los animales isquémicos tratados con meloxicam
(p<0,01), con atorvastatina (p<0,001) y con la
combinacioén de los dos farmacos (p<0,01), lo que
concuerda con lo descrito por otros autores cuando
se han empleado antiinflamatorios no esteroides
como inhibidores selectivos y no selectivos de
la enzima COX-2 (12,34). En el 2006, Gomez-
Hernandez, et al. (41), encontraron una disminucion
en la expresion de la COX-2, asi como de la enzima
responsable de la sintesis de la prostaglandina, la
E2 (MPGE2), y de los receptores EP-1, EP-3y EP-4
de la prostaglandina E2, en placas ateroesclero-
ticas después del tratamiento con atorvastatina.
Asimismo, en el 2010, Piermartiri, et al. (42),
empleando un modelo in vitro de la enfermedad de
Alzheimer, hallaron una disminucién en la expresion
de la COX-2 y sefiales de proteccion en las células
del hipocampo frente a la peroxidacion lipidica
después del tratamiento con atorvastatina.

Algunos autores han sefalado que la disminuciéon
en la reaccién de la COX-2 durante un proceso
patolégico podria favorecer la supervivencia de
las células neuronales y la plasticidad sinaptica
(12,33,40-43), y que la actividad prolongada de
la COX-2 podria afectar el metabolismo del acido
araquiddénico a nivel neuronal, desviando la sintesis
de metabolitos benéficos hacia la produccion de
radicales libres (43).

En sintesis, la isquemia cerebral inducida por
embolia arterial mostré patrones de reaccion de los
astrocitos y la microglia y focos de lesion isquémica
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distribuidos particularmente en la corteza somato-
sensorial, el cuerpo estriado y ciertas regiones
del hipocampo (CAl y GD). Ademas de los
cambios por reaccidn acentuada ya descritos, se
observaron transformaciones celulares sugestivas
de la sobrerregulacién de las proteinas GFAP de
los astrocitos y del CD11 (OX 42 de la microglia).
Estos cambios se relacionan con la modificacion
propia de los diversos procesos de actividad de
la neuroglia subsiguiente a la isquemia, incluida
la reduccion de dichos procesos, el incremento
en la densidad de los cuerpos celulares y la
transformacion fenotipica, particularmente de la
microglia reactiva, dejando en evidencia las formas
propias de las diversas etapas de actividad de estas
células implicadas en la respuesta inmunoldgica a
las lesiones.

Simultdneamente con los cambios de reaccién
inmunolégicade la GFAPylaOX 42, elincremento
significativo en la reaccion enzimatica de la COX
2 ratifica los eventos fisiopatologicos ya descritos
relativos a la respuesta inflamatoria a partir de
la isoforma inducible. En el presente estudio, el
incremento en la reaccion inmunolégica de la
COX 2 concuerda con lo descrito por otros autores
en relaciéon con la marcacion de membranas
celulares activadas durante los eventos poste-
riores a la isquemiay la reperfusion; sin embargo,
la reduccion en la reaccion de la COX-2 a nivel
cortical por efecto de los tratamientos con
meloxicam y atorvastatina, indica una respuesta
propiciadora de la supervivencia en territorio
isquémico, lo que concuerda con la reduccion
en la sintesis local de moléculas proinflamatorias
como productos metabdlicos potencialmente
citotoxicos (38).

En conclusion, los tratamientos de la isquemia
con atorvastatina y meloxicam, administrados
por separado o conjuntamente, lograron reducir
significativamente la reaccién inmunologica de la
microglia y de la forma inducible de la COX-2 vy,
aunque se evidencid un incremento en la reaccion
inmunolégica de los astrocitos (positivos para
GFAP), estos mantuvieron las caracteristicas
morfolégicas tipicas de las células de la neuroglia
en diversas fases de su actividad en pro del
equilibrio y la plasticidad celular, con lo cual se
reduce el riesgo de muerte celular a las 120
horas de la isquemia y se confiere un efecto de
proteccion neuronal al reducir la citotoxicidad en el
tejido afectado y al favorecer la modulacion en la
actividad de la neuroglia.
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Teniendo en cuenta lo expuesto, los autores
consideran que la combinacion de meloxicam y
atorvastina favorece mas la supervivencia y la
modulacion celular de los astrocitos y la micro-
glia, asi como la disminucién de los procesos
inflamatorios lesivos para el encéfalo, que su
administracion por separado.
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