La asociacion atorvastatina-meloxicam reduce el dafio cerebral,
atenuando la gliosis reactiva consecuente a embolismo arterial
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RESUMEN

Introduccion: el accidente cerebrovascular es la primera causa de discapacidad y la tercera
de muerte en Colombia y en el resto del mundo y esta asociado a enfermedades mentales y
neurodegenerativas.

Objetivo: determinar los efectos de la asociacidén atorvastatina-meloxicam sobre la gliosis
reactiva en un modelo de isquemia cerebral por embolizacion arterial.

Materiales y métodos: se utilizaron 56 ratas Wistar macho adultas, distribuidas en cuatro
grupos isquémicos y cuatro controles, ademds de otras 10 para determinar la distri-
bucién y extensiéon del infarto, induciendo lesion en seis de ellas y simulacién (sham) en
las cuatro restantes. Los tratamientos fueron: placebo, atorvastatina (ATV), meloxicam
(MELOX) y ATV + MELOX en isquémicos y simulados. Veinticuatro horas después de la
isquemia se evalud la actividad enzimdtica mitocondrial con trifeniltetrazolio (TTC) y
a las 120 horas, la reactividad astrocitaria (anti-GFAP), mediante inmunohistoquimica
convencional.

Resultados: la asociaciéon ATV+MELOX favorecid la modulacion en la respuesta de los astro-
citos protoplasmaticos y fibrosos del hipocampo y de la zona paraventricular, reduciendo
su hiperreactividad. Conclusion: ATV y MELOX, aisladamente o asociados, reducen el dafo
cerebral atenuando la gliosis reactiva consecuente a la embolizacion arterial, Io que sugiere
nuevos mecanismos de neuroproteccion frente a la isquemia cerebral tromboembolica y abre
nuevas perspectivas para su tratamiento temprano.
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SUMMARY

The association atorvastatin-meloxicam reduces
brain damage, attenuating reactive gliosis subse-
quent to arterial embolism

Introduction: Stroke is the leading cause of disability
and the third of death in Colombia and in the world
and it is associated with neurodegenerative and mental
diseases.

Objective: To determine the effects of the atorvas-
tatin-meloxicam association on reactive gliosis in a
model of cerebral ischemia produced by arterial
embolization.

Materials and methods: 56 adult male Wistar rats
were used, divided into four ischemic and four con-
trol groups, plus 10 additional animals to determine
the distribution and extent of infarction by injury in
six of them and simulation (sham) in the remaining
four. The treatments were: placebo, atorvastatin (ATV),
meloxicam (MELOX) and ATV + MELOX in ischemic
and simulated animals. 24 hours post-ischemia mito-
chondrial enzymatic activity was evaluated with tri-
phenyl-tetrazolium (TTC), and at 120 hours astrocytic
reactivity (anti-GFAP) was analyzed by conventional
immunohistochemistry.

Results: The association ATV + MELOX favored the
modulation of the response of protoplasmatic and
fibrous astrocytes in both the hippocampus and the
paraventricular zone by reducing their hypereactivity.

Conclusion: Atorvastatin and meloxicam, either in-
dividually or associated, reduce cerebral damage by
lessening the reactive gliosis produced by arterial em-
bolization; this suggests new mechanisms of neuropro-
tection against thromboembolic cerebral ischemia,
and opens new perspectives in its early treatment.

KEY WORDS

Astroglia; Atorvastatin; Brain Ischemia; Gliosis;
Meloxicam; Thromboembolism

INTRODUCCION

La enfermedad cerebrovascular (ECV) es el resultado
de diversas lesiones que afectan la vasculatura del
sistema nervioso y alteran el metabolismo neuronal.
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La isquemia cerebral, que forma parte de la ECV, es
la segunda causa de muerte y la primera de disca-
pacidad en Colombia y en el resto del mundo (1,2).
Una sexta parte de la poblacién mundial ha sufrido al
menos una vez en la vida un episodio neurovascular
y el 85% de estos son de tipo isquémico, por oclusiéon
trombdtica o embdlica de la arteria cerebral media
(ACM) o de una de sus ramas (3), lo que ocasiona
cerca de 6.000.000 de muertes al ano en el mundo
(4). Los procesos fisiopatoldgicos desencadenados
durante la isquemia cerebral afectan tanto neuronas
como células gliales, llevan directamente a deple-
cidén energética y la consecuente necrosis (4) o a un
estado con minimo aporte de oxigeno y glucosa, que
conduce a la apoptosis (5,6), o quizd desencadena
otros mecanismos de muerte celular (3,7,8).

Respecto a los modelos para el estudio del infarto
cerebral, se han descrito diferentes métodos de em-
bolizacién con coagulos heterdlogos, homodlogos y
autologos; estos ultimos se obtienen de la sangre del
mismo individuo (9,10) y se preparan 24 horas antes
de introducirlos en la arteria cardtida interna para
propositos de embolizacion (11,12).

Entre las alternativas terapéuticas disponibles para
el tratamiento de la isquemia cerebral se incluyen
los agentes tromboliticos, los antiagregantes plaque-
tarios, los inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa
(13) vy diversos agentes neuroprotectores (14), que
han tenido efectos significativos sobre la morbilidad y
mortalidad consecuentes a la isquemia; sin embargo,
no se ha logrado establecer un tratamiento eficaz que
amplie la ventana terapéutica y disminuya los efectos
secundarios de algunos medicamentos (15). Si se
tiene en cuenta que durante la isquemia cerebral se
activan multiples rutas de inflamacién y muerte celu-
lar, una combinacién de agentes terapéuticos podria
maximizar el efecto neuroprotector (3,16,17).

La atorvastatina (ATV), un inhibidor de la 3-hidroxi-
metil-glutaril-CoA reductasa (3-HMG-CoA reductasa),
ha demostrado tener efecto neuroprotector frente a
la isquemia; en efecto, disminuye el dafio neuroldgi-
co, reduce el edema cerebral y el tamafio del infarto,
promueve la recuperacion sensitivo-motora, suprime
la reaccién inflamatoria aguda y el déficit funcional y
modula proteinas implicadas en la plasticidad sinap-
tica (14,18-22), aunque en la fase aguda puede alterar
la funcion de la barrera hematoencefalica (BHE) (23).
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A diferencia de otros tejidos, la COX-2 es una enzima
constitutiva en el cerebro, fundamental en la plasti-
cidad sindptica y en el acoplamiento neurovascular
con algunas propiedades neuroprotectoras (24); el
uso de fdrmacos inhibidores selectivos de la COX-2,
como el meloxicam (MELOX), es beneficioso en
episodios isquémicos, con menos efectos secunda-
rios que otros antiinflamatorios no esteroides (AINE),
y la asociacién con otros medicamentos le confiere
mayor protecciéon (25,26).

En el presente estudio se evaluaron las caracteristicas
morfoldgicas de los astrocitos en el hipocampo y
la zona paraventricular, tras la embolizacion arte-
rial con coagulo autdlogo, con base en la hipdtesis
de que la asociacion de un inhibidor selectivo de la
COX2 (meloxicam) y un inhibidor enzimaético de la
3-HMG-CoA reductasa (atorvastatina) a dosis multiple,
reduce el dano neuroldgico postinfarto, modulando
la reactividad de los astrocitos, acortando el tiempo
de recuperacién neurologica o reduciendo los efectos
daninos de la isquemia en etapas tempranas.

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron 56 ratas Wistar macho de ocho semanas
de edad y 235 gramos de peso promedio precedentes del
Bioterio de Experimentacién Animal de la Universidad
del Tolima, y mantenidas bajo condiciones controladas
de humedad relativa (60% a 80%), temperatura ambiente
(22 +/- 1 °QC), ciclos de Iuz: oscuridad (12:12 horas),
alimento balanceado comercial' (15 g/rata/dia) y agua
de bebida acidulada ad-libitum. Los experimentos, fue-
ron aprobados por el comité local de ética, siguiendo
las normas internacionales de proteccién y manejo
de animales de laboratorio (Guide for care and use of
laboratory animals) y atendiendo a la ley 84 de 1989
de proteccion animal en Colombia.

El tamafo de la muestra se calcul6 con base en la
formula: tamano de la muestra = n*(1/1-R), donde
“n” corresponde al nimero de individuos requeridos
sin pérdidas y R al porcentaje estimado de pérdidas.
Se calcul6 un 25% de pérdidas, producto de la mor-
talidad intraoperatoria o posquirurgica del modelo,

complicaciones que con frecuencia se presentan en
el proceso de recuperacién y fallas impredecibles en
el procesamiento de los tejidos. Para este estudio, el
tamano de la muestra = 42*(1/1-0,25) = 56.

Para las pruebas inmunohistoquimicas se emplearon
32 individuos, divididos aleatoriamente en ocho grupos
experimentales (cuatro isquémicos y cuatro simulados).
En los grupos isquémicos, se indujo quirdrgicamente
la lesidon cerebral por embolismo arterial con coéa-
gulos autélogos previamente preparados, y en los
grupos simulados (sham), los animales se abordaron
quirurgicamente, pero no recibieron embolizacién,
sino que se utilizaron como controles negativos de
isquemia. Por otra parte, se utilizaron 10 animales
adicionales, con el fin de determinar la distribucion
y la extension del infarto a las 24 horas postisquemia,
induciendo Ia lesion en seis de ellos y la simulacion
(sham) en los cuatro restantes.

Procedimiento quirurgico

El protocolo para la preparacién de los codgulos
autologos y la posterior embolizacion arterial se baséd
en técnicas previamente descritas (27,28) con algunas
modificaciones. Se obtuvieron aproximadamente 400
uL de sangre por puncion de la vena safena interna y
se incubaron a 37 °C durante dos horas para retraer el
coagulo y separar el suero; el coagulo se lavd y resus-
pendid en 500 uL de solucién salina isoténica 0,9% N
y se dejo en refrigeracion a 4 °C por 24 horas. Antes
de la cirugia, se fragmentaron los codgulos con pipeta
Pasteur, hasta obtener microcodgulos de aproximada-
mente 25-50 um, que pudieran pasar a través de un
catéter de poliestireno PE50, y se resuspendieron en
500 uL de solucioén salina. Bajo anestesia general con
una mezcla de Retamina (60 mg/Rg) y xilacina (5 mg/
Rg) por via intraperitoneal y sulfato de atropina (0,1
mg/Rg) por via subcutdnea, se expuso la arteria caro-
tida comun (ACC) derecha mediante incisidén cervical
a nivel de la bifurcacién en las arterias cardtida interna
(ACI) y cardtida externa (ACE), se cauterizaron las
ramas occipital, laringea recurrente y tiroidea ascen-
dente; la ACE se ligd y seccioné creando un munoén,
se interrumpid temporalmente la circulacion arterial
pinzando en dos puntos (ACC y ACI) con pinzas
microvasculares de aneurisma (bulldog). Mediante

' Rodentina” extrudizada -Agrinal Colombia S.A.
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una microincisiéon en el munidén de la ACE se introdujo
un catéter de poliestireno PE50, previamente cargado
con 50 uL que contenian los microcoagulos resuspen-
didos en 100 uL de NaCl para un volumen total de
150 uL; se avanzd cranealmente a lo largo de la ACI
hacia la bifurcacién en arteria cerebral media (ACM) y
arteria cerebral anterior (ACA) a cuyo nivel se inyec-
taron los microcoagulos, para luego ligar alrededor
del munén de la ACE en el punto de insercién del ca-
téter, con una sutura de polipropileno 4/0 (Prolene®),
manteniéndolo en posicion durante la embolizacion
arterial. Se hizo una diseccion de la ACC izquierda
(contralateral) y se bloqued temporalmente el aporte
sanguineo. Se inyectaron lentamente los codgulos y
[uego de cinco minutos se retir6 cuidadosamente el
catétery se ligd la ACE (polipropileno 4/0) permitiendo la
reperfusion carotidea. Se retiraron las pinzas de aneu-
risma y se sutur¢ la piel en un solo plano con nailon
quirtrgico (prolene 4/0). La temperatura corporal se
monitorizd con un termdmetro rectal digital durante
el intraoperatorio y los animales se colocaron en cajas
de recuperacion con agua y alimento ad libitum.

Tratamientos

Los grupos isquémicos tratados recibieron meloxicam,
atorvastatina célcica o una combinacioén de ambos
disueltos en solucion salina al 0,9% N a una concen-
traciéon de 2,5 mg/mL para la ATV y de 0,4 mg/mL para
el MELOX. Cada dosis se administré por sonda esofa-
gogaéstrica (gavage) en volumen de 2 mL a las 6, 24,
48y 72 horas postintervencion, a una posologia de 10
mg/Rg para la ATV y de 2 mg/Rg para el MELOX. Los
grupos simulados (sham) se trataron de igual forma
que los isquémicos.

Obtencion y preparacion del tejido cerebral

Luego de 48 horas del tltimo tratamiento, los animales
fueron anestesiados con una mezcla de pentobarbital
sodico al 6,48% (60 mg/Rg) + xilacina al 2% (10 mg/Rg)
por via intraperitoneal y sacrificados por exanguinaciéon
mediante puncién cardiaca en el ventriculo izquierdo
avanzando hacia la aorta ascendente. Se perfundieron
los cerebros a presion positiva con 150 mL de solucién
salina seguidos de 200 mL de paraformaldehido bufe-
rado (PFA) al 4%. Los cerebros fueron extraidos cuida-
dosamente y posfijados en PFA a 4 °C durante 48 horas,
sometidos a gradientes de sacarosa (7%, 25% y 30%) y
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finalmente criopreservados a -20 °C en solucién de
etilenglicol/glicerol/PBS/agua (30:30:25:30 v/v), hasta
cortarlos en vibratomo (Vibratome® 1500) en secciones
coronales de 50 um de grosor.

Inmunohistoquimica

Se seleccionaron cortes coronales (- 2,2 a - 4,08 del
bregma) para inmunohistoquimica convencional de
acuerdo con el siguiente protocolo: lavado tres veces
con tampdn fosfato (PB 0,1 M, pH: 7,4) durante 10 mi-
nutos y tratamiento con peroxido de hidrégeno (H,O,)
al 1% en una solucién de metanol y PB 0,1 M (1:1 v/v)
durante 20 minutos para bloquear la peroxidasa endo-
gena. Luego de tres lavados con PB 0,1 M (10 minutos
c/u), se preincubd con albumina sérica bovina (BSA
1%) y Triton X-100 al 0,3% en PB 0,1M durante 60
minutos en agitacion constante (shaker). Se incubd
con el anticuerpo primario anti-GFAP (proteina 4cida
glial fibrilar) (1:500) en solucién de incubacién (BSA
al 0,3% y Triton X-100 al 0,3% en PB 0,1M) durante 24
horas a 4 °C, en agitaciéon constante. Luego de tres
lavados consecutivos (PB 0,1 M) los cortes se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-rabbit (1:250) por 60
minutos en agitacion a temperatura ambiente (TA) y
después de tres lavados con PB 0,1M (10 minutos c/u),
se incubaron en avidina-biotina (1:250 para Ay B) por 1
hora (TA) protegidos de la luz y en agitacidon constante).
Se revel6 con el cromdgeno diaminobenzidina (DAB) y
0,02% de H,O, en PB 0,1M hasta que los cortes adquirie-
ron un color marrén claro. Los cortes se montaron en
[dminas gelatinizadas, se secaron a TA por 24 horas y
se sometieron a deshidratacién por gradiente creciente
de alcoholes (70%, 96%, 100%) y xileno; finalmente, se
cubrieron con laminillas y sellante (Consult mount).

Extension y distribucion del infarto

Para determinar la distribucién y extension del infarto,
se uso el colorante cloruro de trifenil-tetrazolium
(TTC) como indicador de la actividad enzimética
mitocondrial (succinato-deshidrogenasa). Los ani-
males fueron sometidos a anestesia con una mezcla
de pentobarbital sédico (60 mg/Rg) y xilacina (10
mg/Rg) por via intraperitoneal y perfundidos con
200 mL de solucidn salina; los cerebros se extra-
jeron y cortaron coronalmente en secciones de
2 mm de espesor, se incubaron en estufa (37 °C)
durante 30 minutos en una solucién de TTC (0,5%)
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y se fijaron por inmersién en paraformaldehido al
4% siguiendo lo sugerido por otros autores (29,30).

Registro digital, densitometria y analisis
estadistico

El marcaje inmunohistoquimico se registré foto-
graficamente en microscopio optico (Motic BA210) y
camara digital (Moticam 2000). Las imégenes digitales
se procesaron con Fiji-Image J 1.45 software (NIH) por
analisis densitométrico y cuantificacion en unidades
relativas. Se hicieron anélisis de varianza (ANOVA) y
comparacion multiple entre medias de tratamientos
(Tukey), previa prueba de homogeneidad de varianzas
y test de normalidad. Los datos se analizaron con el
programa GraphPad (Prism v-5.0).

SHAM

RESULTADOS

La embolizacion arterial genera isquemia en
diversos territorios encefalicos

En el presente trabajo se reportan la distribucion y
extension del infarto a las 24 horas de la embolizacién
con microcoagulos autdlogos. La mayor distribucién
ocurrié en la corteza cerebral, el cuerpo estriado me-
dial y lateral, la zona paraventricular y el hipocampo
ipsilaterales, con extensiébn mayor hacia el cerebro
anterior y medio. Con la tinciéon de TTC se obtuvie-
ron excelente contraste, definicidon y delimitaciéon de
las zonas infartadas con relacion a las no afectadas
(figura 1).

ISQUEMIA

Figura 1. Determinacion de la magnitud de la isquemia cerebral en un modelo de embolizacién arterial
con codgulos autélogos en ratas. Tincién con cloruro de trifenil tetrazolium (TTC) 24 horas postis-
quemia. Las secciones corresponden a cortes coronales sucesivos de 2 mm de grosor ordenados de
anterior a posterior, representativos del grupo isquémico (n = 6) y el control (sham n = 4). El color
rojo corresponde al tejido vital y el blanco, a las regiones afectadas por la isquemia. No se cuantificé
el volumen de infarto debido a la distribucién variable de las éreas infartadas. Barra de escala =5 mm
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La asociacion atorvastatina/meloxicam reduce comparacién con los simulados no isquémicos (figu-
la gliosis cerebral reactiva ras 2-Al y 2-B). ATV y MELOX, independientemente
o asociados, redujeron significativamente la gliosis
En la zona CA1 del hipocampo ipsilateral de los animales reactiva en la CA1 del hipocampo (p <0,001) respecto
isquémicos se presentd una respuesta astrocitaria de al grupo isquémico placebo, sin mayores diferencias
tipo gliosis reactiva, a las 120 horas de practicada la entre [os tratamientos (figuras 2-A4, 2-A6, 2-A8 y 2-D);
embolizacion (figura 2-A9), caracterizada por un in- sin embargo, el MELOX por si solo no logré modificar
cremento en la densidad celular (GFAP-positivo), pro- los cambios morfoldgicos ya descritos en Ios astrocitos
liferacién e infiltracién de astrocitos protoplasmaticos reactivos protoplasmaticos (figura 2-A6), en tanto que
y cambios morfoldgicos evidenciados como engro- la asociacion ATV + MELOX redujo la respuesta
samiento de los cuerpos celulares y acortamiento astrocitaria retornando a un estado similar al de los
de las proyecciones astrocitarias (figura 2-C), en controles no isquémicos (figura 2-A8).
A
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Figura 2. Disminucion de la hiperreactividad astrocitaria en la zona CA1 del hipocampo, por la asociacién de meloxicam y atorvastatina
en isquemia cerebral por embolizacion arterial. Marcaje de astrocitos mediante inmunohistoquimica de la proteina acidica glial fibrilar
(GFAP) en cortes coronales ipsilaterales representativos de la zona CA1 del hipocampo de animales sham (A-1, 3, 5y 7) e isquémicos
(A-2, 4, 6, 8) en el bregma -2,80 (n = 4). Efecto del tratamiento con meloxicam (2 mg/kg), atorvastatina (10 mg/kg) y su asociacion
(A-4,6, 8y D). Las microfotografias By C corresponden a astrocitos (40X) tipicos de un control no isquémico (sham) y uno isquémico sin
tratamiento, respectivamente. Los datos estadisticos (D) se expresan como la media =+ DE en unidades relativas para ANOVA (p <0,05)
entre los grupos sham + placebo (SP), sham + atorvastatina (SA), sham + meloxicam (SM), sham + meloxicam + atorvastatina (SMA) y
los grupos isquemia + placebo (IP), isquemia + atorvastatina (IA), isquemia + meloxicam (IM) e isquemia + meloxicam + atorvastatina
(IMA). ” p <0,01 frente a SP, ™ p <0,001 frente a IP, " ##555 p <0,001 frente a IP, ¥ p <0,05 frente a IP, # p <0,05 frente a IP para la
comparaciéon multiple entre medias de tratamientos (Tukey). Barra de escala =100 um en A (10X) y 10 pm en By C (40X)

Por otra parte, el efecto de la isquemia y de los trata- y morfologia de los astrocitos fibrosos y radiales (figu-
mientos sobre ella fue més evidente con el marcador ras 3-B y 3-C) difiere sustancialmente de los protoplas-
de GFAP en la zona paraventricular (ZPV) correspon- maticos (figuras 2-Bb y 2-C). Se observd un aumento
diente a la sustancia blanca, en donde la distribucion marcado en la densidad de los astrocitos fibrosos
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reactivos en los animales con isquemia + placebo a ser similares a los controles no isquémicos (figuras
(figura 3-B) e incluso en los isquémicos tratados con ATV 3-A3, 3-A7 y D). Por el contrario, el solo tratamiento
+ MELOX (figura 3-C) sin que se afecte la distribucion de con MELOX no revirtié totalmente la gliosis reactiva
la proteina en las proyecciones astrocitarias y sin eviden- y los astrocitos mantuvieron su morfologia hipertréfica
ciar formas aberrantes u otros cambios morfoldgicos. cuando se los comparé con los controles no isquémicos
Se observan diferencias muy significativas (p <0,001) (figuras 3-A6'y 3-A5); sin embargo, el MELOX redujo signi-
entre los controles positivos de isquemia (figura 3-A2) ficativamente (p <0,001) la densidad global de los astro-
y el control negativo de la misma (figura 3-A1); ademas citos reactivos (figuras 3-A6 y D) en comparacién con
de la proliferacién astrocitaria, se observan cuerpos ce- los isquémicos que recibieron placebo (figuras 3-A2'y D). La
[ulares densos, francamente engrosados y con prolon- hiperreactividad de los astrocitos en la ZPV de los ani-
gaciones cortas pero ramificadas tanto en los isquémi- males isquémicos (figura 3-A2) fue muy significativa (p
cos placebo como en los tratados con MELOX, ATV o <0,001) respecto de los controles no isquemicos (figura
su asociacion (figura 3C). Los tratamientos con ATY y 3-A1) lo cual pone de manifiesto la marcada respuesta
con la asociacién de esta con MELOX redujeron signifi- glial frente a la lesion; igualmente, la ATV, el MELOX y
cativamente (p <0,001) la reactividad astrocitaria a las su asociacion reducen a este tiempo postisquemia la
120 horas postisquemia (figuras 3-A4, 3-A8 y D) llegando gliosis reactiva inducida por el embolismo arterial.
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Figura 3. La atorvastatina y el meloxicam atenuan la gliosis reactiva consecuente a isquemia cerebral producto de embolismo arterial.
Marcaje de astrocitos reactivos mediante inmunohistoquimica de la proteina acidica glial fibrilar (GFAP) en cortes coronales
ipsilaterales representativos de la zona paraventricular (ZPV) de animales sham (A-1, 3, 5y 7) e isquémicos (A-2, 4, 6, 8) en el
bregma -4,08 (n = 4). Efecto del tratamiento con meloxicam (2 mg/kg), atorvastatina (10 mg/kg) y su asociacion (A-4, 6, 8y D). Las
microfotografias B y C corresponden a astrocitos fibrosos (40X) tipicos de un control positivo (isquemia + placebo) y uno isquémico
con el tratamiento con la asociacién atorvastatina + meloxicam, respectivamente. Los datos estadisticos (D) fueron analizados por
ANOVA (p <0,05) y se expresan como la media + DE de unidades relativas densitométricas para los grupos sham + placebo (SP),
sham + atorvastatina (SA), sham + meloxicam (SM), sham + meloxicam + atorvastatina (SMA) y los grupos isquemia + placebo (IP),
isquemia + atorvastatina (IA), isquemia + meloxicam (IM) e isquemia + meloxicam + atorvastatina (IMA). ™ p <0,001 frente a SP, ***
p <0,001 frente a IP, ** p <0,01 frente a IP, 1" ##:555 5 <0,001 frente a IP, ¥ p <0,05 frente a IP, * p <0,05 frente a IP para la comparacion
multiple entre medias de tratamientos (Tukey). Barra de escala =100 um en A (10X) y 10 pm en By C (40X)
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En algunos cortes de animales isquémicos que
recibieron placebo asi como en isquémicos tratados
solo con MELOX se observaron astrocitos con formas
aberrantes de cuerpos densos, prolongaciones cortas
y fraccionadas (imédgenes no mostradas) especifica-
mente en ZPYV mas no en CA1 del hipocampo, lo cual
puede indicar dano grave de este tipo celular o un
estado irreversible hacia la cicatriz glial en zonas de
frontera cercanas a los ventriculos cerebrales.

DISCUSION

En este estudio se observd que la asociacion ATV +
MELOX ejerce un efecto modulador potenciado de
la respuesta astrocitaria, mayor que el producido por
la administracién individual de los farmacos, mante-
niendo la morfologia de los astrocitos protoplasma-
ticos y fibrosos en la CA1 del hipocampo y la ZPYV, lo
que sugiere nuevos mecanismos de neuroproteccion
frente a la isquemia cerebral tromboembdlica.

Resultados similares se han reportaron en modelos
focales en los que las &reas afectadas incluyen Ia
corteza frontoparietal, el cuerpo estriado lateral y el
hipocampo, a las 24 horas postisquemia/reperfusion
(22,31), lo que ratifica la importancia del TTC para
definir &reas de infarto con excelentes contraste, defi-
nicion, extension y delimitacion de las zonas infartadas
tanto en modelos monofocales (30) como multifocales
o globales. En cuanto al modelo de isquemia cerebral
por embolizacién con codgulos autdlogos descrito en
este trabajo, la extensién del infarto es mayor y en
algunos casos practicamente hemisférica (figura 1).

Se ha reportado induccién de dafio oxidativo en un
modelo de isquemia cerebral global transitoria, con
sobreexpresiéon de COX-2, la cual juega un papel
importante en el dafo neuronal y los procesos de
neurodegeneracion, en tanto que los inhibidores de
la COX-2 pueden tener un efecto protector en el dafio
cerebral (13,32). En un modelo de isquemia cerebral
global a las 48 horas de la reperfusion, el tratamiento
con meloxicam previno la reduccion en los niveles de
mARN del receptor N-metil D-aspartato disminuyendo
la respuesta inflamatoria (33).

En el presente trabajo se evidenciaron los tres tipos
principales de astrocitos, tal como se los describe en la
literatura, segin su morfologia y ubicacion: 1) los as-
trocitos radiales que estan en la superficie ventricular
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y tienen brazos largos y no ramificados; 2) los proto-
plasmaticos con morfologia arbustiva y numerosas
prolongaciones cortas, ubicados en la sustancia gris
en donde contactan muchas sinapsis y vasos cere-
brales; y 3) los astrocitos fibrosos que poseen menos
proyecciones mds largas y sin ramificar, situados en la
sustancia blanca, ademas de aquellos que se encuen-
tran en la zona de frontera como la ZPV o cercanos
a la barrera hematoencefélica, que pueden mostrar
una morfologia mixta intermedia entre los fibrosos y
los protoplasmaticos (34,35).

En la presente investigacién se encontraron formas
aberrantes de astrocitos en el tejido isquémico, posi-
blemente relacionadas con un proceso de clasmato-
dendrosis, que se ha definido como un dano irrever-
sible de los astrocitos a partir de una lesién cerebral;
ello concuerda con o reportado en estudios previos
(36) en los que se describe una reduccion significativa
de las proyecciones astrocitarias con la subsecuente
ruptura de las proyecciones distales (fraccionamiento)
hasta la desintegracion del cuerpo celular producto
del fallo energético y la acidosis instaurada durante el
evento isquémico.

En otro estudio de isquemia global transitoria, la
proliferacién astroglial se hizo evidente solo siete
dias después de la reperfusién, posiblemente porque
los astrocitos protoplasmdticos (del hipocampo) no
intervienen en las primeras etapas del episodio
isquémico (37).

Quizés la hiperreactividad de los astrocitos protoplas-
maticos en la CA1 del hipocampo esté relacionada con el
efecto intrinseco del meloxicam o con un incremento
en la captacion del glutamato del medio extracelular
por parte de los astrocitos, lo cual a su vez reduce la
actividad del glutamato sobre los receptores neuro-
nales y la posible excitotoxicidad. Por otra parte, el
marcador de GFAP en animales isquémicos mostré
astrocitos protoplasmaticos reactivos infiltrados en
capas neuronales de la CAl, lo que concuerda con los
resultados de estudios similares (38).

Los inhibidores de la COX-2 contribuyen al retraso
en el progreso de la lesion cerebral después de una
isquemia transitoria, mejorando el estado funcional;
otros farmacos como la nimesulida no lograron
reducir el dafo en 4reas subcorticales cuando se la
administrd hasta 24 horas después de la isquemia (13).
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Los datos obtenidos en nuestro trabajo muestran
una marcada hiperreactividad astrocitaria en el grupo
isquémico placebo similar a la de los isquémicos
tratados con meloxicam; ello indica que el MELOX
por si solo no logra revertir totalmente el proceso
de gliosis reactiva, aunque modula de alguna forma
la hiperreactividad, al reducir significativamente la
densidad global tanto en el hipocampo (CA1) como
en la ZPV. Los cambios morfoldgicos de los astrocitos
en la isquemia también revelan que el meloxicam no
impide la progresién del dafio astrocitario, lo cual se
evidencia por el estado celular compatible con clas-
matodendrosis (39).

La hiperreactividad astroglial fue una de las constantes
en el modelo isquémico por embolizacidn arterial en
la ZPV; estos datos son similares a los reportados en
un modelo de isquemia focal transitoria (t-MCAQO) en
el que se obtuvieron lesiones reproducibles, caracte-
rizadas por astrocitos reactivos en diversas areas (22).
También se ha demostrado que la GFAP incrementa su
expresion en areas perifocales indicando hiperreacti-
vidad consecuente al dafno tisular cerebral (40,41).

Como se puede observar en nuestros resultados, los
astrocitos reactivos en la isquemia se caracterizaron
morfolégicamente por aumento del tamano (hiper-
trofia) y del numero, asi como por la extensién de sus
prolongaciones, o que concuerda con lo hallado en
otros estudios (6); no obstante, los astrocitos reactivos
producen metaloproteinasas que estan implicadas en
la remodelaciéon de los componentes de la matriz
extracelular y que influyen en la arquitectura de la
cicatriz glial después de una lesion (35), por lo cual
es deseable ejercer cierta regulacion o modulacién
frente a la hiperreactividad astrocitaria.

En cuanto al efecto de la asociacion ATV + MELOX, se
observd una reduccion significativa en la reactividad
astrocitaria tanto en la ZPV como en la CA1 del
hipocampo; sin embargo, este efecto modulador
de la respuesta astroglial frente a la lesidon se puede
atribuir prioritariamente a la ATV, dado que por si
sola logré un efecto similar al de la asociacién con
MELOX, lo cual esta de acuerdo con los resultados de
otros estudios en los que se sugiere que la ATV confiere
neuroproteccién y favorece la plasticidad neuronal
(18-20,292). Se puede deducir que en el hipocampo el
tratamiento con ATV reduce la reactividad astrocitaria
global, pero no hace revertir significativamente Ios

cambios morfoldgicos individuales de los astrocitos
afectados por la isquemia. EIl MELOX, por su parte,
reduce en menor grado la densidad global de los
astrocitos hiperreactivos; sin embargo, los cambios
morfoldgicos producidos por la isquemia se mantienen
de forma similar a los isquémicos no tratados (placebo)
lo cual parece obedecer a una clara sefial de que se ha
instaurado un proceso de excitotoxicidad (35).

CONCLUSIONES

A las 120 horas de la embolizacién arterial con coa-
gulos autdlogos, aumentaron el polimorfismo y la re-
actividad astrocitaria en la ZPV y en la zona CA1 del
hipocampo, como respuesta al dano tisular.

La asociacion de un fa&rmaco como la atorvastatina,
con propiedades neuroprotectoras demostradas, y un
antiinflamatorio inhibidor selectivo, pero no espe-
cifico, de la COX2 como es el meloxicam, atenua la
astrogliosis producto de la embolizacion arterial y su-
pera los beneficios de los medicamentos individuales.

La terapia combinada con atorvastatina y meloxicam
puede constituirse en una nueva alternativa de neu-
roproteccién potenciada frente al infarto cerebral
tromboembolico, reduciendo la pérdida neuronal
mediante la modulacién de la actividad metabdlica
astrocitaria.
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