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1. Introduccion

1.1 Concepto y definicién de encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI)

Encefalopatia es un término clinico utilizado para describir un estado neuroconductual
anormal caracterizado por una disminucidon del nivel de consciencia y que puede
asociar depresion respiratoria, alteraciones en el tono y la fuerza muscular, disfuncién
de los pares craneales y en ocasiones convulsiones (volpe, 2012). En el periodo neonatal
existen multiples causas de encefalopatia: traumatica, infecciosa, genética, entre otras,

pero la mas frecuente es la hipdxico-isquémica (Mcintyre, 2015).

Existen multiples definiciones del término encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI). Una
de ellas es la de la Academia Americana de Pediatria y el Colegio Americano de
Obstetricia y Ginecologia que definen la EHI como aquella situacién clinica de hipoxia 'y
acidosis metabdlica secundaria a un insulto hipdxico-isquémico (HI) que tiene como
consecuencia una interrupcién en el aporte de oxigeno al feto/recién nacido
produciendo una isquemia en el tejido cerebral del mismo. De esta isquemia deriva
una agresion sobre el SNC que se caracteriza principalmente por una alteracién en la
capacidad de mantener la consciencia, el estado de vigilia y |a alerta (aap, 2004).

A nivel clinico, se considera que un recién nacido presenta una EHI cuando existe una
acidosis metabdlica en sangre de cordén umbilical en el momento del parto (pH< 7.0y
EB >12 mmol/I), un Apgar de 0 a 3 a los 5 minutos y una disfuncién neuroldgica global,
no focal, asociada o no a una disfuncién multiorganica durante las primeras 72 horas

después del nacimiento (AAP, 2002).

Pero al hablar de esta entidad, es importante tener claros varios conceptos que

frecuentemente se mezclan:

Se habla de Asfixia, en aquellos procesos donde existe una alteracién del intercambio

gaseoso que conduce, si persiste en el tiempo, a una hipoxemia e hipercapnia fetal.
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La Hipoxia se define como la entrega insuficiente de oxigeno a los tejidos, que
condiciona una incapacidad para alcanzar las demandas metabdlicas del organismo.
Esta disminucién en el transporte de oxigeno puede producir secundariamente a nivel
tisular, una acidosis metabdlica, una disminucién del gasto cardiaco (bradicardia),
alteraciones del tono muscular y los reflejos, junto con una dificultad en el inicio o

mantenimiento de la respiracién espontdnea.

Se define como Encefalopatia neonatal al sindrome clinico caracterizado por una

alteracion neuroconductal con disminucion de la capacidad de despertar y mantener la
vigilia, anomalias del tono muscular, disminucién de los reflejos primitivos y con

frecuencia convulsiones durante la primera semana de vida (Cloherty, 2010).

La Encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) es el cuadro clinico de encefalopatia

neonatal en el que hay evidencia causal de una Hl perinatal. Estos pacientes presentan
una alteracién en el estado de alerta y de la capacidad para despertar, del tono
muscular y de las respuestas motoras y también de los reflejos pudiendo con

frecuencia asociarse a convulsiones clinicas y/o eléctricas (Sham, 2006; Volpe, 2012; Ancora,

2013).

1.2 Epidemiologia de la EHI. Incidencia y factores asociados

La incidencia de EHI en los paises desarrollados se ha estimado de entre 3 a 5 casos por
cada 1000 recién nacidos vivos, siendo los casos de EHI moderada o severade 0.5a 1
por cada 1000 (Martinez-Biarge, 2008). Estas cifras son muy diferentes en los paises en vias
de desarrollo, con una incidencia 10 veces superior. Asi mismo, se cree que entre un
20-25% de los 5 millones de muertes neonatales anuales podrian ser atribuibles a la

EHI (Tagin, 2015).

Entre un 15 y un 20% de los pacientes afectos de EHI grave fallecen durante el periodo
postnatal y hasta un 25% de este grupo desarrollaran secuelas neuroldgicas

permanentes, que incluyen trastornos del aprendizaje con déficits cognitivos,
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alteraciones motoras (espasticidad, distonia y ataxia) que pueden acompanarse o no

de epilepsia (vannucci, 1997).

Alrededor del momento del parto, existen una serie de factores que predisponen o
facilitan la aparicién de un evento Hl, y que por ello se han relacionado con la aparicidn
de la EHI, aunque no siempre estan presentes. Segun el momento en el que se
produce el insulto los podemos clasificar en: factores anteparto, intraparto y

postparto.

Factores anteparto: En este grupo se incluyen aquellos condicionantes

gestacionales que favorecen que el feto no se encuentre preparado para responder
de una forma adecuada al estrés producido durante el trabajo de parto. Estos
elementos pueden ser condiciones maternas pregestacionales como la diabetes, la
hipertensidon arterial, las enfermedades tiroideas o autoinmunes o bien
complicaciones de la misma gestacién como la diabetes gestacional, la preclampsia o
la restriccion de crecimiento intrauterino. En un tercio de los recién nacidos afectos

de EHI se ha podido identificar alguno de estos factores (Hagberg, 2002; Martinez-Biarge,

2013).

Factores intraparto: Conocidos cldsicamente como los eventos centinela, incluyen

aquellas circunstancias que implican por si solas una situacién de riesgo de HI en
fetos previamente sanos. Entre ellas destacan el desprendimiento de placenta,
prolapso de cordén, parto prolongado en situaciéon transversa o una extraccion
dificultosa (Hankins, 2003). La monitorizacion fetal durante el parto permite identificar
determinados patrones de riesgo (wiberg, 2010) pero a pesar de ello, existen aun

muchos eventos no predecibles con la monitorizacion actual.

Factores posparto: Aquellas situaciones donde se produce una persistencia de la

circulacion fetal que deriva en una hipoperfusién cerebral con hipoxemia. Podemos
encontrar cardiopatias congénitas con bajo gasto cardiaco o situaciones de
hipertension pulmonar severa. En este grupo, también se pueden incluir los eventos

gue en los ultimos afios se han definido como colapsos post-parto (pejovic, 2013).
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Por lo tanto una situacion de HI puede producirse en cualquier momento y a pesar
de conocer todos los factores anteriormente mencionados hasta en un 70% de los

casos de EHI neonatal no existe ninguna evidencia de un evento hipdxico (speer, 2006).

1.3 Fisiopatologia de la EHI

El dafio cerebral HI es un proceso complejo que generalmente viene desencadenado
por una agresién que induce una reduccidn en la perfusion cerebral produciendo una
disminucion en el aporte de oxigeno a las células del sistema nervioso central (SNC)
(Douglas, 2015). La situacién de HI aguda produce la muerte inmediata de algunas células
(necrosis), pero la mayor parte del dafio acontece en las siguientes horas, durante el
periodo que se conoce como “fallo energético secundario”. Durante esta fase se
activaran numerosas cascadas bioquimicas que daran lugar a una muerte celular
programada, conocida como apoptosis. La compresién de los mecanismos que tienen
lugar durante esta fase ha sido de vital importancia para el estudio de las posibles
terapias “neuroprotectoras” (Garcia-Alix, 2008). ES aqui, en el conocimiento profundo de
los patrones biolégicos de esta entidad, donde los modelos animales han desarrollado

un papel importante.

Fases del dano hipoxico-isquémico a nivel cerebral

Para entender la fisiopatologia del dafio HI, en diversos estudios se ha dividido en

diferentes etapas o fases, a pesar de que se solapan entre ellas.

Inicialmente y de forma inmediata tras la agresién Hl, tiene lugar la despolarizacién de
la membrana celular produciéndose un fracaso energético primario (caida del ATP

intracelular); esta fase se conoce como fase primaria del dafio.

Doctorando: Javier Rodriguez Fanjul



La fase primaria del dafio se caracteriza por una reduccion en el flujo sanguineo

cerebral (FSC), disminuyendo con ello el aporte de O, glucosa y otros sustratos. Esta
interrupcion del FSC, aguda o intermitente, es el principal factor patogénico en la Hl
(Shalak, 2004). Este fendmeno produce una deplecion de los fosfatos de alta energia (ATP
y fosfocreatina) induciendo una acidosis tisular. El fallo energético primario se asocia a
la pérdida de la homeostasis idnica de la membrana celular, alterandose con ello sus
funciones reguladoras como son la liberacién y recaptacion de aminoacidos
excitatorios (glutamato). Asi mismo, también se produce una osmoregulacién
deficiente y una inhibicidn de la sintesis de proteinas. La estimulacién excesiva de los
receptores de glutamato (NMDA) secundaria al aumento de su liberaciéon en los
terminales axonales y la pérdida de homeostasis idnica conduce a un incremento del
calcio intracelular que acaba induciendo edema citotéxico (McLean, 2004; Johnston, 2011;)

(Figura 1).

La severidad del dafio en la fase primaria dependera de muchos factores dificiles de
controlar o prevenir como son la duracion y la profundidad del insulto y/o el grado de
madurez del SNC. A pesar de todo ello, también existen otros factores que pueden
controlarse y contribuir a minimizar la gravedad de la lesién como son la falta de
sustratos energéticos (glucosa), la temperatura, la hiperventilacién y la hipotensién

arterial.
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Figura 1. Fases de daiio celular durante un evento HI. Se pueden diferencias tres periodos diferentes durante el
dafio HI, una fase inicial , conocida como fase primaria donde se produce una muerte celular producida por
necrosis, posteriormente hay un periodo de recuperacion del metabolismo oxidativo coincidiendo el
restablecimiento de la circulacidn cerebral, llamado periodo ventana, con una duracién aproximada entre 3-6
horas, y posteriormente una fase secundaria donde se inicia una muerte celular programada (por apoptosis) a

consecuencia de las cascadas activadas durante la fase primaria. Acronimos: HI: Hipoxia-isquemia.

En situacion basal, el FSC se mantiene constante a pesar de los cambios en la presion
arterial sistémica (autorregulacion), evitando variaciones bruscas en la tensién arterial
a nivel cerebral (Harper, 1966). En situaciones de hipoxia, hipo o hipercapnia o acidosis
esta autorregulacién se ve alterada, pasando el FSC a depender de la presion arterial
pasiva (volpe, 2008). En estos casos, la disminucion en la tensién arterial sistémica
producira una disminucion en el FSC que lleva en ultima instancia a una situacién de
isqguemia a pesar de los mecanismos compensadores existentes que se activan para
redistribuir el flujo (mari, 2008). Este mecanismo es conocido como “brain sparing effect”

y consistente en la redistribucion del flujo sanguineo hacia los érganos nobles
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(cerebro, corazén, glandulas adrenales) en detrimento de otros drganos menos vitales
(rifidn, musculo, intestino) (van den Broek, 2010).

Si después de esta fase se restablece la circulacién y la oxigenacion cerebral, se puede
disminuir el grado de afectacién asi como la extensién de la lesion celular.

A pesar de ello, una vez restablecida la circulacién cerebral tras la agresidon aguda,
empieza una segunda fase (habitualmente unas 6 horas después del insulto) conocida

como fase secundaria del dafio o fallo energético secundario, en la que los mecanismos

de lesion celular difieren de los descritos anteriormente. Entre la fase de dafo
primario y la fase de fallo energético secundario existe un intervalo de tiempo

conocido como fase latente o periodo ventana, en el que se produce una recuperacion

parcial de la acidosis metabdlica con una normalizacion del pH y de las
concentraciones de metabolitos del fésforo. Es durante este periodo, conocido como
ventana terapéutica, donde se han ensayado la aplicacion de medidas
neuroprotectoras para reducir el dano cerebral que acontecerd en la fase secundaria.

A diferencia de lo que ocurre en la fase de dano primario, esta segunda fase se
caracteriza por un fallo energético celular, con una disminucién del ratio entre la
fosfocreatinina y el fosfato inorganico, sin producirse cambios en el pH intracelular y
pudiendo permanecer el paciente estable a nivel cardiorrespiratorio (Lorek ,1994). Esta
deplecidn de fosfatos de alta energia a nivel tisular, implicara la activacién de cascadas
de muerte celular programada o apoptosis. La muerte por apoptosis, se caracteriza por
la presencia de una contraccion celular sin la presencia de una respuestas inflamatoria
(Bonfoco, 1995). En esta fase del dafo, contribuyen también a la lesién otros mecanismos
como la acumulacién de aminoacidos excitatorios, el dafio producido por radicales

libresy la inflamacion.

1.4 Papel del daiio oxidativo en la lesidn cerebral por hipoxia-isquemia

Después de la recuperacién de un evento HI, se produce la reperfusion tisular gracias
a la restauraciéon del flujo sanguineo. El dafio celular dependerd directamente del

tiempo y de la intensidad de la HI, asi como de la concentracién de oxigeno utilizada
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durante la reperfusion (Granger, 2015). Durante la reperfusion, el oxigeno serd utilizado
por los enzimas pro-oxidantes y la mitocondria para crear radicales libres o los
llamados productos oxidantes (Rosenberg, 1989; Maulik, 1998). En condiciones normales estos
oxidantes se encuentran en el organismo en bajas concentraciones y son utilizados,
entre otras reacciones enzimaticas, para regular el tono vascular, monitorizar la
tensién de oxigeno y controlar la produccion de eritropoyetina. Durante una situacion
de isquemia, a pesar de que se produce un aumento de la expresion de estos enzimas
antioxidantes (Fukui, 2002), su capacidad tamponadora se ve superada por la liberacién
masiva de radicales libres (Rosenberg, 1989; Fridovich, 1995; Warner, 2004), Que en
concentraciones elevadas oxidan de manera irreversible macromoléculas como el
DNA, los lipidos y las proteinas dafiando de forma permanente la célula (Ratan, 1994).
Estos radicales libres pueden también ser producidos en los procesos activados por el
Ca®* y/o a partir de la sintesis de las prostaglandinas originadas de la descomposicion
de los acidos grasos libres durante el dafio primario. A pesar de todo, la principal
fuente fisioldgica de radicales libres es la actividad mitocondrial. En la mitocondria el
oxigeno se reduce completamente y al reaccionar con protones (H*) da lugar a la
formacién de agua. En situaciones de estrés metabdlico como la HI se produce un
incremento en la formacion de radicales libres que pueden desestructurar la
mitocondrias y bloquear la generacién de energia (Kroemer, 1997; Lievre, 2000). A todo ello
debemos sumar la presencia de metales de transicién en el SNC como el hierro, que
incrementara los procesos oxidativos (Nufiez, 2017). El desequilibrio entre la formacién de
radicales libres y su neutralizacién generara lo que se conoce como estrés oxidativo.
Otras fuentes productora de radicales libres son algunos enzimas como la xantina

oxidasa y la NADPH (Nicotinaida Adenina Dinucledtido Fosfato) Oxidasa (Saugstad,
1996;Warner, 2004;0n0, 2009).

La xantina-oxido-reductasa es un enzima clave en el catabolismo de las purinas, al
hidroxilar entre otros la xantina a acido Urico. Tiene 2 formas intercambiables: la
xantina deshidrogenasa y la xantina oxidasa siendo la xantina deshidrogenasa su forma
predominante en los tejidos sanos (Robert, 2014). La xantina deshidrogenasa usa el NAD*
como receptor de electrones, mientras que la xantina oxidasa usa el O, como el

electrén receptor teniendo la capacidad de generar radicales libres (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de generacion de radicales libres por parte de la xantin-oxido-reductasa en los tejidos
expuestos a una isquemia y reperfusidon. Durante la isquemia, el ATP es catabolizado a hipoxantina y la forma
deshidrogenada de la xantina-oxido-reductasa, a través de la protedlisis en la xantina oxidasa. Una vez acontece la
reperfusion, el O, interactua con la hipoxantina del tejido, la xantina oxidasa genera superdxido (O-;) y el perdxido
de hidrégeno (H,0;) que pueden interactuar generando una mayor cantidad de radicales libres. Durante la
isquemia, el estado reductor del tejido se encuentra alterado de un estado oxidativo a un reductor. Acrénimos :
NAD: Nicotinamida adenina dinucleétido. NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido hidrogenasa. AMP: Adenosin

monofosfato

En situacién basal, el metabolismo del ATP lleva a una acumulacién de hipoxantina, en
esta situacion la xantina oxidasa se encuentra unida a la hidrogenasa y reducida en
forma de xantina deshidrogenasa. Sin embargo, en situacidn de isquemia tisular, se
produce una entrada de Ca?* intracelular que estimula la escision irreversible de la
xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. Esta activacion de la xantina oxidasa,
localizada fundamentalmente en las células endoteliales, metaboliza la hipoxantina a
xantina generando radicales libres como son el superéxido y el peréxido de hidréogeno
originando la denominada vasoparadlisis postasfictica, que aumenta entre otros la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y contribuye a la formacién del edema

vasogénico (Parks, 1986; Granger, 2015).

Doctorando: Javier Rodriguez Fanjul



Secundariamente también a la entrada de Ca?* en las neuronas, se produce una
activacion de los receptores de glutamato, activdndose la éxido nitrico sintetasa
neuronal (ONS) que dara lugar a la formacién de 6xido nitrico (ON). EI ON tiene un
efecto dual sobre la peroxidacién lipidica, por una parte reacciona con el superdxido
(0%) dando lugar a peroxinitrito inicidndose la peroxidacion lipidica, pero por otro lado

la inhibe captando radicales intermedios como el alkoxil y peroxil-

El ON inhibe la cadena respiratoria mitocondrial bloqueando de forma reversible la
citocromo oxidasa de la mitocondria, este bloqueo cambia la cadena de transporte de
electrones a un estado mas reducido favoreciendo también a la produccion de
radicales O% (Periman, 2007). Asi tanto el ON como los peroxilos lipidicos actian como
radicales libres, generando una reaccién en cadena que lleva al dano de estructuras
celulares. Todo ello contribuye a la liberacién por parte de la mitocondria de proteinas
pro-apoptdticas que inducen a través de la via de las caspasas o del factor de induccidn

de apoptosis (AIF) la muerte celular (Johnston, 2011; Liu, 2015).

En condiciones basales los enzimas antioxidantes tanto enzimaticos como las
superodxido dismutasas, como los no enzimdaticos como la transferrina o vitamina que
bloquean la peroxidacién lipidica (A,E,C) son capaces de tamponar la liberaciéon de
radicales libres, pero si las concentraciones de radicales libres y de calcio intracelular
sobrepasan la capacidad neutralizadora y homeostatica de la mitocondria, se produce
una desintegracion de la membrana a través de la apertura de un canal conocido como
poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP). La apertura del mPTP es uno
de los principales mecanismos de necrosis y apoptosis de las células tras la isquemia y

reperfusion cerebral (Blomgren, 2006; Ten, 2012).

El sistema nervioso central es deficitario en defensas oxidativas, siendo aun mas
susceptible al dafio oxidativo el cerebro inmaduro dado que los mecanismos para
contrarrestar la formacién de radicales libres no estan completamente desarrollos y
ademas tiene la particularidad de que posee una elevada disponibilidad de hierro,

factor favorecedor de su formacién (Drury, 2014).
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Figura 3 . Diferentes vias moleculares que conducen al dafio celular durante un evento HI. En el esquema se
puede ver las multiples cascadas que se activan después de un evento hipdxico-isquémico. Todas ellas acaban

conduciendo a la destruccion celular. Acréonimos: NMDA : N-metil-D-aspartato.

Es esencial por lo tanto la busqueda de terapias antioxidantes en el tratamiento de la
EHI, que puedan actuar sobre el dafio celular secundario al stress oxidativo inhibiendo
la formacidn de radicales libres o bien tapondndolos una vez formados. La eficacia de
estos tratamientos serd maxima cuantos antes se administren, dado que su liberaciéon

alcanza su pico a los 30 minutos después del evento HI (McCord Jm, 1985).
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1.5 Modelos animales de EHI

A lo largo del siglo pasado han sido diversos los modelos animales utilizados para el
estudio y conocimiento de la fisiopatologia de las lesiones que tiene lugar en los
pacientes que sufren una EHI en el periodo neonatal. La especie mas utilizada han sido

los roedores (Levine, 1960), seguidos por las de crias de cerdo (Leblanc 1991) y las ovejas

(Mallard, 1993; Roohey, 1997).

En roedores uno de los modelos mas ampliamente utilizados en la literatura es el de
crias de rata descrito por Ricce-Vannuci (vannucci, 2005). Este modelo es una evolucién del
modelo de dafio cerebral publicado por Levine en 1960 (Levine, 1960). En él se procede a
clampar unilateralmente una de las dos carétidas y después de la cirugia los animales
se someten a un ambiente hipdxico (8-12% 0O;) con éxido nitroso durante un periodo
de tiempo variable (90-150 minutos) mientras se mantienen en un ambiente

termoestable (temperatura constante de 37 °C) (vannucci, 1981; Vannucci, 2005).

Con esta metodologia se reproduce una lesion unilateral que incluye los ganglios de la

base, el hipocampo y parte del cortex.

1.6. Hipotermia moderada o sostenida terapéutica como tratamiento en la EHI

1.6.1 Historia de un tratamiento: hipotermia moderada

A pesar de los grandes avances en perinatologia, como la mejoria en el control
gestacional y el aumento de la monitorizacion fetal, desde la década de los 80 hasta
del siglo XX la incidencia de EHI no ha disminuido en los paises occidentales (Periman,
1997). Tampoco durante todo este tiempo, se disponia de ninguna terapia especifica

para reducir el dafio cerebral que se sufrian muchos de estos nifos. Recibiendo solo
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tratamiento con medidas de soporte vital y con el manejo de las crisis comiciales

(Whitelaw, 2002).

Desde mediados de los afios 90 existe suficiente evidencia cientifica sobre la eficacia y
seguridad de la hipotermia moderada como tratamiento para minimizar el dafio
hipdxico-isquémico en modelos animales de EHI (Gunn, 1998). En la siguiente tabla se
pueden encontrar los principales trabajos publicados sobre los efectos

neuroprotectores de la hipotermia en modelos animales (Tabla 1).

Autor Animal Resultados

Berntman L, 1981 Rata Disminucion concentraciones cerebrales ATP, PCr, lactato en las
ratas hipotérmicas (34 °C).

Young RS, 1986 Rata Mejoria en los test motores pero no en los test de aprendizaje
en las ratas que se sometieron a Hl a 21 °C comparadas con las
de 37°C.

lkonomidou Rata

€.1989 Hipotermia moderada asociada a MK-801 (antagonista receptor

’ NMDA) ofrece una proteccion total contra el dafio HI.
Yager J, 1993 Rata Disminucion de la extensidn del dafio histoldgico en crias de rata

tratadas con hipotermia moderada (31°C o 34 °C).

Thoresen M, 1995 Cerdo
Niveles mas altos de Pcr/Pi y NTP/EPP en los animales tratados

con hipotermia moderada 35 °C.

Gunn AJ, 1997 Cordero Mejoria en el EEG y disminucion de la extension del dafio
histoldgico en los animales del grupo hipotermia.

Tabla 1. Resumen de algunos de los primeros trabajos sobre los efectos de la hipotermia en modelos animales de
EHI . Acrénimos tabla: ATP: Adenosin trifosfato. PCr: Fosfocreatinina. NMDA: N-Metil-D-aspartato. HI : Hipdxico-
isquémico Pi: Fosforo inorganico NTP: Nucledtido trifosfato (Nucleotide triphosphate). EPP: Cantidad de fosfato

intercambiable (exchangeable phosphate pool). EEG: Electroencefalograma.

A pesar de ello, el miedo a los posibles efectos secundarios de la hipotermia en el
recién nacido dificultaba su implementacién como tratamiento en las unidades
neonatales (Bower, 1960). Clasicamente, la hipotermia en el recién nacido, se habia

relacionado con alteraciones en la sintesis de surfactante, disminucién en la perfusién
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pulmonar, alteraciones en la contractibilidad cardiaca, en la homeostasis, en el

sangrado, en la inmunidad o en las funciones gastrointestinales (Schubert, 1995).

A finales de 2005, dos ensayos clinicos multicéntricos randomizados (Gluckman, 2005;
Shankaran, 2005) junto con los resultados de otros dos trabajos (Battin, 2001; Inder, 2004)
consiguieron reunir la evidencia suficiente para demostrar que la hipotermia
moderada terapéutica era una estrategia terapéutica para disminuir el dafio cerebral
asociado a la EHI, y que las posibles complicaciones derivadas de su utilizacion eran
minimas siendo parecidas a las que presentaban los individuos del grupo control. Estos
trabajos fueron una revolucion para la neonatologia moderna, demostrando que la
hipotermia terapéutica moderada sostenida reducia la mortalidad y la discapacidad
severa en 1 de cada 6-8 ninos tratados (Azzopardi, 2014). Uno de los principales miedos a
implementar dicho tratamiento era el de que condujera a un aumento de los pacientes
con discapacidad severa, como consecuencia de una mayor supervivenvia en pacientes
que anteriormente tal vez habrian fallecido. Esta hipdtesis no se confirmdé en
posteriores metaanalisis donde se evidencié que la disminucién de la mortalidad no

implicaba un incremento en la supervivencia de pacientes con discapacidad severa

(Jacobs 2007; Shah, 2007).

Actualmente, la hipotermia es el Unico tratamiento probado y eficaz en el manejo del
los recién nacidos afectos de EHI significativa (moderada o grave). A pesar de ello, los
efectos protectores de la hipotermia son incompletos y la morbimortalidad de estos
pacientes sigue siendo alta (Shah, 2010; Dingley, 2014). Es por ello que las nuevas lineas de
investigacion van orientadas a la busqueda de tratamientos coadyuvantes que
potencien los efectos neuroprotectores de la hipotermia y ayuden a mejorar el

prondstico neuroldgico de estos nifios (Fan, 2010; Cilio, 2010).
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1.6.2 Hipotermia y modelos animales

Las primeras evidencias de que la hipotermia moderada podria funcionar como
neuroproteccion después de un evento HI aparecieron en trabajos realizados en

modelos animales a finales de la década de los 80 y a principios de los 90.

Uno de los primeros trabajos fue el de Berntman y colaboradores (Berntman, 1981), en el
se demostrd que las ratas tratadas con hipotermia (34 C°) durante de un evento HlI
(modelo de Rice-Vannucci de dafio cerebral) presentaban una menor afectacién
neuronal que los del grupo de normotermia (36 C° o 37 C°). Su hipdtesis se
fundamentaba en el efecto beneficioso descrito previamente en los pacientes
sometidos a bypass cardiaco y hipotermia (Rittenhouse, 1974) 0 con lesiones cerebrales

postraumaticas y hipotermia (Strong, 1967).

Posteriormente se publicaron los primeros trabajos sobre la hipotermia como
tratamiento en crias sometidas a un evento HI (Young, 1986). En estos estudios, los
supervivientes del grupo hipotermia presentaban menos secuelas motoras y de
aprendizaje. Todos estos trabajos aplicaban la hipotermia durante el evento HI. A
mediados de los aflos 90 Trescher y colaboradores demostraron que la hipotermia
post-evento HI también disminuia las lesiones cerebrales en crias de rata de 7 dias. Los
animales tratados con hipotermia presentaban menor extensién del dafo cerebral

tanto a nivel histoldgico como a nivel macroscdpico (Trescher, 1997).

Gracias a la evolucién de la investigacién en los modelos animales se evidencié que
una de las claves de la eficacia de la hipotermia como estrategia neuroprotectora era
el momento de su inicio. Si se aplicaba de forma precoz, durante la fase latente y
previo al inicio de la fase secundaria del dafio, mejoraban los resultados obtenidos. En
crias de cordero la hipotermia iniciada a los 90 minutos post-evento hipdxico y
prolongada durante 72 horas evitaba el edema citotéxico y mejoraba el trazado del
EEG (Gunn, 1997). Este efecto neuroprotector se mantenia incluso si el tratamiento se
demoraba hasta las 5 horas post HI (Gunn, 1998). Pero los mismos autores presentaron un

trabajo en crias de cerdos dénde se evidenciaba que los animales que recibian
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tratamiento una vez iniciadas las crisis comiciales (8 horas después de la reperfusion,
fase secundaria) no presentaban mejoria (Gunn, 1999). En crias de cerdo, la prolongacién
del tratamiento, durante 12 — 24 horas, selectivamente en la cabeza o a nivel de todo
el cuerpo, se demostré eficaz en la prevencion del fallo energético tardio (Thoresen,1995),
las convulsiones (Tooley,2003) y la pérdida neuronal (Edwards, 1995). En la tabla 2 se resume
los principales trabajos con hipotermia en roedores, describiendo el momento de

inicio, la duracion y el grado de la misma.
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Autor Edad ratas | Grado de lesion HI Grado de HT/Dafio | Evaluacion histolégica Resultado

Thoresen,, 1996 7 dias 120 minutos, 8% 02 a 36.5 °C 32.5eCdurante3 h Evaluacion cértex, talamo, ganglios de la base Menor afectacidn histoldgica en hipocampo en
38.59C durante 8 h y hipocampo HT vs NT (p=0.04) y en el resto de dreas
sobretodo en el cortex (p=0.001)

Trescher, 1997 7 dias 75 minutos, 8% 02 a 36.5 °C 32°Cdurante3 h Evaluacidn cértex cerebral posterior, nucleo Menor afectacion histoldgica en HT vs NT (
33 2C durante3 h anterior estriado y parte dorsal hipocampo p=0.046)
382C durante 3 h

Bona, 1998 7 dias 70 minutos 8% 02 a 37 °C 322Cdurante6 h Evaluacién de dafio hemisférico global Menor afectacién en HT (34%) vs NT (53%)
37°C durante 6 h

Zhu, 2004 7 dias 60 minutos, 8% 02 a 36.5 °C 30 2Cdurante3 h Evaluacién cortex, hipocampo y talamo Menor afectacion histoldgica en HT (40%) vs NT
36 2C durante 8 h (80%)
Lee, 2010 7 dias 150 minutos, 8% 02 a 36 °C 30 oC durante 24/48 h Evaluacién de dafio hemisférico global Mayor volumen cerebral en las ratas HT
33 oC durante 24/48 h (57.11%) vs NT (40.2%).
362C durante 24 h No diferencias entre los diferentes grupos HT.
Fan, 2012 7 dias 90 minutos, 8% 02 a 37 °C 32.52Cdurante 3 h Evaluacién de dafio hemisférico global y Menor afectacidon en hembras HT (55%) vs
37 2C durante 3 h hipocampo NT(75%) pero no en machos HT
Sabir, 2012 7 dias 90 minutos 8% 02 a 37 °C 32.5eCdurante5h Evaluacién de dafio hemisférico global Menor afectacion en HT (24.8%) vs NT (39%)

37 °C durante5h

Sabir, 2012 7 dias 150 minutos 8% 02 a 37 °C 32.52Cdurante5h Evaluacién de dafio hemisférico global No diferencia de afectacion en HT (56.8%)vs NT
37 2C durante 5 h (57%)

Fang, 2013 7 dias 120 minutos, 8% 02 a 37 °C 32 2Cdurante 8 h Evaluacién de cdrtex parietal, putamen, No diferencias estadisticamente significativas
37 2C durante 8 h hipocampo, talamo

Patel, 2015 10 dias 60 minutos 8% 02 a 36.5 °C 32 2Cdurante 4 h Evaluacién de dafio hemisférico global Menor afectacion en neocortex y tdlamo pero
37 2C durante4 h no en hipocampo en los animales con dafio

moderado-grave grupo HT vs NT ( p<0.05). No
diferencias en animales con dafio leve

Tabla 2. Tabla que muestra los principales estudios realizados en crias de rata segtin modelo Rice-Vanucci para evaluar tratamiento con hipotermia y valoracion en la histologia publicados

hasta la fecha Acrénimos tabla. H:horas HT: Hipotermia. NT:Normotemia.
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1.6.3 Mecanismos nheuroprotectores de la hipotermia

El tratamiento con hipotermia debe iniciarse durante el periodo ventana existente
entre la fase primaria y la fase secundaria, una vez ha sido restaurado el metabolismo
cerebral y deberia mantenerse hasta la resolucion de la fase secundaria (Roelfsema, 2004).
Por otro lado si el tratamiento es instaurado una vez la fase secundaria ha sido
iniciada, disminuye de forma substancial los posibles beneficios que pueda conferir la

hipotermia, dado que la mayoria de células ya se encuentran en una fase irreversible

de muerte celular programada (Gunn, 2007).

Existen diferentes trabajos que demuestran que en el recién nacido este momento es

antes de las 6 horas post-evento hipdxico y preferiblemente antes de las 3 horas.

(Shankaran, 2005;Shankaran, 2017).
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Figura 4. Esquema sobre el momento ideal de aplicacién de la hipotermia.
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Tal y como hemos descrito, el dafio cerebral que acontece en un paciente con EHI es
un proceso evolutivo. Durante la fase aguda, inmediatamente después de un evento HI

se produce la necrosis de algunas neuronas (dafio primario) (Gunn, 2006), en la horas

siguientes, algunas neuronas se recuperan parcialmente (a fase latente), aunque no
todas lo consiguen y muchas de ellas acaban muriendo en las siguientes horas o dias

por apoptosis (dafo secundario) (Figura 1). Los mecanismos por los que se produce el

dano cerebral son muchos y diversos por lo que tratamientos como la hipotermia,
también pueden tener diferentes dianas terapéuticas. Al reducir el metabolismo
cerebral, se demora el inicio de la despolarizacién celular asi como las necesidades
energéticas (Laaptok, 1995). También disminuye la liberacién y acumulacion de
aminodcidos excitatorios (Nakashima, 1996) y suprime la formaciéon de superdxido y ON

(Thoresen, 1997).

Durante la reperfusién, se liberan grandes cantidades de radicales libres que cruzan la
barrera hematoencefilica penetrando al SNC. La hipotermia actla durante esta fase
acortando el periodo necesario para esta recuperacidn (Thoresen, 1997) pero no actua
tamponando estos radicales libres. Asi mismo, la hipotermia es capaz de inhibir la
activacion de los genes que participan en la cascada involucrada en la homeostasis del
calcio, la integridad sindptica y la inflamacién (Nagel, 2012). También actua sobre la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (Gong, 2013) reduce la activacidn de las
caspasas implicadas en la activacién de la apoptosis. Todas estas dianas han sido

confirmadas en modelos in vitro (xu, 2002) .

Otro de los mecanismos que aumentan el dafio cerebral durante la fase secundaria es
la inflamacion producida por la liberacion de citoquinas y interleuquinas que acttan
lesionando las células por neurotoxicidad, exacerbando también la apoptosis (Blomgren,
2006). La hipotermia disminuye la liberacion de estos mediadores inflamatorios tanto in

vitro (Si, 1997) como in vivo (Meybohm, 2010) (Figura 5).
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Fase latente = Ventana para el tratamiento con Hipotermia

Hipoxia-lsquemia

—

Entrada Ca?* Activacidn microglia
Receptores AAE Citoquinas (TNF-alpha)

FAA receptor

~

GluR2 \

Muerte celular programada

Figura 5. Esquema que ilustra los potenciales puntos clave terapéuticos de la hipotermia durante la fase de
latencia de recuperacion después de la HI. Acrénimos: AIF: Factor inductor apoptético, BAK: Bcle-2 antagonista
killer, BAX: Bcle-2 proteina asociada al X, BCL-2: Célula B tipo linfoma 2 de la familia de las proteinas, EEA:
Aminoacido excitatorio, FAA: Proteina grasa asociada con dominio de muerte, GIuR2: Receptor de acidos del
subtipo impermeable del calcio del alpha-amino-3-hidroxi-5metil-4isozaxolepropionico, TNF-alpha: Factor necrético

tumoral-alpha.

También se ha descrito el efecto beneficioso de la hipotermia sobre las crisis
comiciales, muchas veces dificiles de controlar en los neonatos afectos de EHI
(Srinivasakumar, 2015). La hipotermia disminuye la intensidad y la duracién de las
convulsiones (Srinivasakumar, 2013) disminuyendo el consumo metabdlico y preveniendo la

afectacion de zonas menos lesionadas (Gunn, 1996).
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1.6.4 Duracidn tratamiento con hipotermia

Existe suficiente evidencia que demuestra que una vez iniciado el tratamiento con
hipotermia es necesario mantenerlo durante 48 horas para conseguir una
neuroproteccion éptima (Gunn, 2006). Recientemente se demostrd que no existia ningun
beneficio en alargar el tratamiento hasta las 120 horas (shankaran, 2014). La mayoria de
trabajos sugieren que la duracién del tratamiento en los recién nacidos afectos de EHI

deberia ser de 72 horas (Jacobs, 2013).

Asi mismo, es también esencial, el momento en el que se inicia, siendo necesario su
inicio antes del fallo energético secundario, como muy tarde 6 horas después del

mismo aungque cuanto antes mayor eficacia (Shankaran, 2017).

Los principales ensayos clinicos en recién nacidos afectos por EHI sugieren que existe
suficiente evidencia para afirmar que el tratamiento con hipotermia moderada
sostenida (temperatura central entre 33-33.52C) es efectiva en la disminucién de la
mortalidad y de la discapacidad severa en aquellos pacientes que inician el tratamiento
antes de las 6 horas de vida. La evidencia actual recomienda iniciar el tratamiento
durante las primeras 6 horas y mantenerlo durante 72 horas. Con ello se ha visto que
el nimero de pacientes necesarios a tratar (NNT) para evitar un caso de muerte o

discapacidad severa a los 18 meses de 6-9 (shankaran,2005; Gluckman,2005; Eicher, 2005).

Por todo ello tal y como se ha descrito previamente, el tratamiento con hipotermia ha
supuesto un importante avance en el manejo de una entidad para la que no se
conocian otros tratamientos a parte de las medidas de soporte. A pesar de ello, el NNT
aun es muy bajo, por lo que son necesarias nuevas vias de investigacion que permitan
investigar nuevas terapias que asociadas a la hipotermia minimicen el dafio en estos

pacientes y nos ayuden a mejorar su prondstico.
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1.7 Otras estrategias neuroprotectoras

En la actualidad existen otros farmacos que se estan utilizando a nivel experimental
para el tratamiento de la EHI. Algunos de ellos ya se han estudiado su efecto de forma

coadyuvante al tratamiento con hipotermia.

Cannabinoides

Los cannabinoides junto con sus receptores pertenecen a un sistema natural del
cuerpo humano integrado dentro del SNC: el sistema cannabinoide endégeno. Este
sistema participa en multiples procesos fisiolégicos en los mamiferos y puede activar
vias de sefalizacion anti-apétotica, inhibiendo la entrada de Calcio, o realizando
diversos efectos antioxidantes después de un evento Hl como han demostrado varios
estudios en modelos animales (Castillo, 2010; Pazos, 2012).

También se ha evidenciado su eficacia en situacions de isquemia cerebral preservando
la circulacion cerebral (Alvarez, 2008).

A largo plazo, han demostrado acelerar la recuperacion de la sustancia blanca dafiada
después de un evento HI, aumentando la proliferacién de progenitores de
oligodendrocitos, su maduracién y supervivencia (Fernandez, 2010).

No solo eso, si no que un estudio reciente ha demostrado que la combinacién de Ila
hipotermia moderada junto con el tratamiento cannabinoide disminuye la inflamacién,

el estrés oxidativo y la cascada de dano oxidativo en un modelo HI en crias de cerdo

(Lafuente, 2016).

Xenon

El xenon es un gas elemental inerte, 4 veces mds pesado que el aire del que no se han
demostrado efectos adversos o tdxicos para el humano (Rossaint, 2003). Tiene la
propiedad de ser eliminado a través de los pulmones al poco de interrumpir su
administracion por lo que su efecto es facilmente reversible. Uno de sus principales

inconvenientes es su elevado precio.

Existen numerosos estudios tanto en modelos animales (Ma D, 2005; Dingley, 2006; Hobbs,

2008) que han demostrado su eficacia neuroprotectora bien de forma aislada o bien
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asociado a la hipotermia. Algunos de ellos han evidenciado a nivel histoldgico que el
xenon inhalado (50%) potencia de forma sustancial el efecto neuroprotector de la

hipotermia (Chakkarapani, 2010).

En el estudio de Azzopardi (Azzopardi, 2016) a pesar de lo que podia anticiparse en los
estudios comentados en modelos animales, no se detectaron diferencias en los
desenlaces primarios o secundarios establecidos. Aunque el estudio mostré la
factibilidad y la seguridad del xenon, lo realmente importante es que no demostré un

efecto sinérgico con la hipotermia terapéutica.

En la actualidad hay un estudio randomizado que se encuentra en Fase Il donde se

valora la combinacidn de la hipotermia con xenon al 50%.

Eritropoyetina (EPO)

La EPO es una glicoproteina con propiedades pleiotrdpicas. Su principal mecanismo de
accion y por el que es mas conocida es por su papel inductor en la eritropoyesis, pero
tiene muchas otras propiedades como su capacidad para inducir angiogenesis vy
neurogenesis, potencial para modular la respuesta inmune y efectos sobre la inhibicidn
de la muerte celular (xiong, 2011). También tiene propiedades antiexcitotdxicas,

antioxidativas y antiapoptodticas (villa, 2003).

La EPO y su receptor (EpoR) se encuentran expresados en muchos tejidos, entre ellos
el SNC en desarrollo (vu, 2002). Cuando hay una evento HI agudo, se produce un
incremento de la expresion del EpoR en los oligodendrocitos y neuronas a pesar de no
incrementarse contra los niveles de EPO circulante (Mazur, 2010). La presencia en la
superficie celular de EpoR libre conduce a las neuronas y oligodendrocitos a la
apoptosis, mientras que la unidon de EPO con EpoR las protege de la muerte celular

progra mada (Juul, 2004; Xenocostas, 2005).

La EPO ha demostrado reducir el tamafio de las lesiones cerebrales en modelos
animales de EHI (Fan, 2011) y mejora los resultados neuromotores en humanos (zhu, 2009).
Los efectos de la EPO son dosis dependientes, asi presenta una mayor eficacia el uso

de multiples dosis comparado con el de una simple dosis (statler, 2007).
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Existen modelos animales evaluando la combinacién de hipotermia con EPO pero sus
resultados son dispares, mostrando solo una leve mejoria los grupos tratados con
terapia dual respecto a los tratados con monoterapia, siendo ademds este beneficio
solo presente en los animales de sexo femenino, concordando con otros trabajos que
han demostrado un mayor neuroprotector de la hipotermia, en los animales de sexo

femenino (Fan, 2013; Fang, 2013).

En recién nacidos humanos afectos con EHI se han realizado diversos ensayos clinicos
evaluando la eficacia de la EPO como monoterapia (Elmahdy, 2010) y asociado a la
hipotermia (Rogers, 2014; wu, 2016). Actualmente existen dos ensayos clinicos: “Neonatal
Erythropoietin And Therapeutic Hypothermia Outcomes in Newborn Brain Injury”
(NCT01913340) y el “Efficacy of Erythropoietin to Improve Survival and Neurological
Outcome in Hypoxic Ischemic Encephalopathy (NCT01913340) que serviran para
valorar el papel que tendrd la utilizacién de eritropoyetina en el tratamiento futuro de

la EHI.
Topiramato

El topiramato es un agente anticonvulsionante que tiene multiples mecanismos de
accion (shank, 2000; Guerrini, 2006): inhibe los receptores de glutamato (Angehagen, 2005),
bloquea de los canales de Na™ (zona, 1997) y de calcio (costa, 2006) e inhibe la permeabilidad
de la mitocondria (kudin, 2004). Ya ha sido utilizado en la clinica como anticonvulsivante
en adultos y nifios, demostrandose su buena absorcién, su alta biodisponibilidad y su
buena tolerancia (Guerrini, 2006). Todos ello lo configura a nivel teérico como un buen

agente neuroprotector.

A nivel experimental, su eficacia frente el dafio cerebral HI ha sido probada en
diferentes modelos tanto in vitro (Noh, 2006) COMO in Vivo (Schubert, 2005), demostrandose

su capacidad para reducir la severidad del dafio cerebral (Liu, 2005).

En recién nacidos afectos de EHI existe un estudio piloto que ha probado la seguridad
de la utilizaciéon del topiramato como tratamiento coadyuvante a la hipotermia. El
principal problema del estudio ha sido el reducido nimero de la muestra (Fillipi, 2010). En

estos momentos, se estan realizando dos ensayos clinicos multicéntricos
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randomizados para evaluar la eficacia de la hipotermia junto con el topiramato
llamados “Neonates Receiving Whole Body Cooling for Hypoxic Ischemic

Encephalopathy” (NCT01765218) (Fillipi, 2012) y HYPOTOP ( P114/0443) (vento, 2014).

Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina (neurotransmisor)
endogeno. Tiene efectos antioxidantes, antinflamatorios y propiedades anti-
apoptoéticas (Alonso-Alconada, 2013). Es capaz de pasar la placenta y la barrera
hematoencefdlica. En modelos animales de asfixia ha demostrado su eficacia en
monoterapia (Carloni, 2008) 0 coadyuvante a la hipotermia (Robertson, 2013). Recientemente,
un ensayo clinico en recién nacidos afectos de EHI ha demostrado que su
administracion endovenosa asociado a la hipotermia reduce el metabolismo oxidativo

y mejorar la supervivencia con un mejor desarrollo neuromotor a los 6 meses de vida

(Ali, 2015).
Terapia con células madre

La terapia con células madre es una novedosa y prometedora linea de investigacion.
Algunos trabajos sobre neuroproteccion y neuroregeneracién en adultos con infarto,

han presentado resultados muy esperanzadores (Diamandis, 2015).

En recién nacidos existe la ventaja de poder obtener estas células directamente del
corddn umbilical dado la gran cantidad de células madre presentes en el mismo. El
trasplante autdlogo en las horas posteriores al parto tendria la ventaja de la minima
manipulacién ex vivo, sin necesidad de inmunosupresidon posterior. El principal
problema radica en aquellos casos en que ocurra un desprendimiento de placenta,
ruptura uterina u otro evento adverso grave donde no se podrian recoger las células

del corddn (Liao, 2013).

Los estudios realizados hasta el momento con neonatos afectos de otras
enfermedades del SNC han mostrado resultados prometedores (Escolar, 2005).
Actualmente existe un ensayo clinico en fase 1 que ha evaluando la terapia mediante

trasplante autélogo de células madre de sangre de corddn umbilical conjuntamente
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con hipotermia (NCT00593242) (cotten, 2014). Este ensayo clinico de factibilidad ha

demostrado resultados prometedores.

Aun asi hace falta mds estudios para poder desarrollar la mejor estrategia para saber
la cantidad necesaria de células, el momento del trasplante, la via de administracion de
las mismas y también refinar los métodos para disminuir el tiempo minimo para

procesar las células madre (Liao, 2013).

1.8 Alopurinol

El alopurinol es un isdmero de la hipoxantina (purina que se encuentra de forma
natural en el organismo) y que actua inhibiendo la xantina oxidasa a través de su
metabolito el oxipurinol (Figura 6). Cuando el alopurinol es oxidado por la xantina
oxidasa a oxipurinol bloquea la conversiéon de la hipoxantina a xantina oxidasa,
productora de entre otros del dcido urico.

Su utilizacién estd aprobada por la “Food and Drug Administration” (FDA), para el
tratamiento de la gota en aquellos pacientes que presentan altos niveles de acido

Urico (Muller, 2014).

Figura 6. Estructura molecular del alopurinol

1.8.1 Alopurinol como neuroprotector

La xantina oxidasa es uno de los enzimas clave en la liberacion de radicales libres

después de un evento HI. El Alopurinol actta inhibiendo la xantina oxidasa a través de
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su metabolito, el oxipurinol, que bloquea la conversién de la hipoxantina a xantina

oxidasa (Boda, 2011).

Axon Dendrita

Ca 2+

Glutamato

Radicales
libres

Na*

Figura 7. Esquema que ilustra donde actua el alopurinol en la cascada de dafio neuronal que acontece
después de un evento HI. Acrénimos figura : NMDA: N-Metil-D-aspartato. AMPA: Acido alfa-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico. ON: Oxido nitrico

Por el mismo mecanismo inhibe la producciéon de reactivos téxicos derivados del
oxigeno como el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el superdxido (whitelaw, 2000),
preservando el ATP (williams, 1992) y reduciendo el edema que se produce después de un
insulto hipdxico (patt, 1988). Ademas en dosis altas actua también como quelante del
hierro no unido a las proteinas (Rusell, 1995; Shadid,1998) y tampon de radicales libres (van Bel
F, 1998).

Todas estas propiedades, sumadas a su demostrada inocuidad, bajo coste y su
capacidad para pasar la barrera hemato-encefdlica, fueron la base para que se

empezaran los primeros estudios en modelos animales y en nifios afectos de EHI (palmer,

1990; Chaudhari, 2008).

Los primeros trabajos que se publicaron sobre el efecto neuroprotector del alopurinol
fueron en modelos animales. Palmer y colaboradores demostraron, a principios de los

90, la eficacia del alopurinol como neuroprotector después de un evento HI (Palmer,
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1990). Para ello, utilizaron crias de rata de 7 dias a las que mediante el modelo de Ricce-
Vannucci se les inducia un evento HI. Posteriormente, los animales eran randomizados
en dos grupos, a unos se les administré alopurinol intraperitoneal, (130-138 mg/kg) y
al grupo control se les inyecté la misma cantidad de suero salino (0.2 ml)
intraperitoneal. A los 30 minutos de la administracién del fadrmaco los animales fueron
sometidos a una hipoxia con una mezcla de 8% de oxigeno y 92% nitrégeno a 37 °C
durante 180 minutos. Para evaluar la eficacia del tratamiento, en un primer grupo se
cuantificd el contenido de agua en el hemisferio dafiado compardndose con el
hemisferio preservado. Se obtuvo que los animales tratados con alopurinol
presentaban un menor contenido de agua (89.07%) comparado con los animales que
recibieron tratamiento con suero salino (91.64%).

En el segundo grupo animales sacrificados a los 30 dias, se valoré el efecto
neuroprotector mediante histologia, dividiéndose el dafio en: normal, leve, moderado
o severo. Los resultados demostraron que los animales que recibieron alopurinol
presentaban una menor alteracion histoldgica. Sélo un 15.4% de los animales tratados
con alopurinol presentaban alteraciones moderadas o severas comparadas con el
71.4% de los animales tratados con suero salino.

Un segundo trabajo del mismo grupo, aplicé el mismo tratamiento pero en este caso
se administré el farmaco después del evento HI. Los resultados evidenciaron también
una reduccion en la cantidad de agua segun el mismo método utilizado anteriormente
en el hemisferio dafiado en los animales tratados. En el caso de la valoraciéon
histopatoldgica se objetivo que ningun animal de los animales tratados con alopurinol
presentaba un dafio moderado o grave comparado con el 46.8% de los animales no
tratados. Tampoco se objetivaron quistes en ninguna de las ratas tratadas con
alopurinol mientras que el 50% de las ratas que recibieron suero presentaron algun
grado de lesidon quistica. Con todo ello, los autores concluyeron que la administracion
del alopurinol a los 15 minutos post evento HI reducia el edema cerebral (fase aguda) y

el grado de afectacion histoldgica (Palmer, 1993).

Posteriormente a estos trabajos aparecieron otras publicaciones que profundizaron en
otros mecanismos implicados en la reduccién del dafio cerebral (Tabla 3). Se evidencio

gue la administracion de alopurinol tenia un efecto en la reduccién del hierro no unido
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a proteinas (Shadid, 1998) , la inhibicién de la degradacion de la purina con un aumento de
los niveles de adenosina y inosina (Marro, 2006) asi como una disminucion de los niveles
de IL-1B y FNT-a (vamaguchi, 2015). También se reportd su papel en la disminucion del
edema y la mejoria en el dafio histoldgico (Peeters-Scholte, 2003) ya evidenciando en los

trabajos de Palmer.

Con el objetivo de prevenir la liberacidn inicial de radicales libres, algunos autores
empezaron a trabajar con la hipdtesis de administrar alopurinol de forma precoz, para
evitar la liberacion y/ o generacién de radicales libres. Para ello, utilizaron un modelo
de daio hipdxico intradtero, demostrando que el alopurinol tiene un buen paso
transplacentario (Masoaka, 2005). La administracién antenatal de alopurinol en modelos
de HI fetal parece que también ofrece proteccidén a nivel del sistema cardiovascular,
disminuyendo la acidosis y las deceleraciones de la frecuencia cardiaca secundarias a la

isquemia y reperfusion producidas por un sufrimiento fetal durante el parto (perks, 2010).

Analizando el global de trabajos sobre la administracion de alopurinol en modelos
animales de EHI parece claro que se demostré que es un buen farmaco para ofrecer
neuroproteccién, siendo efectivo antes, durante o después de un evento HI. Asi
mismo, también se ha demostrado que gracias a su buen paso a nivel transplacentario
es capaz de ofrecer neuroproteccién aquellos modelos animales donde el feto estd en

riesgo de sufrir un evento Hl (Masoaka, 2005;Kane, 2013; Kaandorp, 2014).
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Autores Animal | Método Parametros analizados Resultados

Marro PJ, 1994 Cerdo Administracion post-evento HI a ALO (20 | Medicién de la actividad de la membrana | Disminucion de los niveles de acido Urico y mejoria de la actividad de la
mg/kg) o SSF. celular (Na*K*/ATPasa) y de los productos de | bomba de membrana celular Na/K/ATPasa en los animales tratados con ALO.

peroxidacién lipidica como marcadores de
funcién de la membrana cerebral y de su
estructura.

Shadid M, 1998 Cordero Post-evento  hipdxico (<30 minutos) los | Medicion del hierro no unido a proteinas en | Disminucion de los niveles de hierro no unido a proteina en los animales
animales fueron randomizados a SSF, ALO (20 | plasmay en tejido cerebral. tratados con ALO y deferoxamina comparados con el grupo placebo.
mg/kg) o de deferoxamina (2.5 mg/kg).

Peeters C, 2003 Rata In vitro porciones de hipocampo de ratas de 8 | Para medir la muerte celular se utilizo el No se objetivd proteccidn in vitro de las neuronas de la region Cal del
dias fueron expuestas a deprivacion de | yoduro de propidio. hipocampo a pesar de la inhibicién de la xantina oxidasa en los animales
oxigeno/glucosa durante 50 minutos. Se tratados con ALO ni tampoco mediante la accién quelante del hierro por la
administré deferoxamine, ALO y oxypurinol deferoxamina.
durante y después de la deprivacion.

Peeters-Scholte C, | Cerdo Animales randomizados a SSF, ALO (20 mg/kg) | El estado de energia cerebral se midié con Mejoria de la ratio fosfocreatinina/fosfato inorgénico y de la RNM pero no del

2003 con otra dosis a las 12 horas (10 mg/kg) o | RNMSp. La presencia de edema vasogénico dafio histoldgico y de la actividad de la caspasa-3 en los animales tratados
deferoxamina (10 mg/kg) con otra dosis a las | por RNM T2. El dafio celular cerebral se con ALO.

12 horas (2.5 mg/kg). midid por analizando la actividad caspasa-3,
histologia.

Marro PJ, 2006 Cerdo Randomizacion a ALO (20 mg/kg) o SSF Medicién en tejido cerebral de los niveles de | Inhibicién de la degradacidn purinas con aumento de los niveles de adenosina
adenosina, inosina, purina asi como de | y de inosina en el grupo de animales tratados con ALO. No hubo diferencias
hipoxantina y xantina. en los niveles de xantina y hipoxantina entre grupos.

Moretti A, 2013 Conejo Los animales del grupo ALO recibieron 100 Medicién de la actividad enzimatica de las | La administracidn de la xantina incremento los niveles de caspasa 3 pero sélo

mg/kg i.p. diariamente durante dos dias
previos a la Hl y otra dosis el mismo dia. El
grupo xantina recibié 600 umol/k 30 minutos
antes de Hl y 30 minutos después.

caspasas 3,8,9 en tejido cerebral de cértex,
hipocampo, cerebelo, tidlamo y nucleo
caudado.

en el hipocampo. El tratamiento con alopurinol no la disminuyé. No se
encontraron diferencias en otras regiones o cambios en la actividad de las
caspasas 8y 9.

Tabla 3. Resumen principales trabajos que valoran el efecto neuroprotector del alopurinol en modelos animales Acrénimos tabla: ALO: Alopurinol SSF: suero salino fisioldgico. HIRNMSp : Resonancia

magnética de espectroscopia por fosforo I.P.: intraperitoneal. HI: Hipoxia-isquemia.
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1.8.2 Alopurinol en el recién nacido con EHI

Los buenos resultados obtenidos en los trabajos con animales, sugerian que el
alopurinol seria una de las grandes promesas para el tratamiento de la EHI. A finales de
los 90, Van Bel y colaboradores publicaron el primer estudio valorando la utilizacién
de alopurinol en recién nacidos afectos de EHI grave (van Bel, 1998). El objetivo era
determinar si al administraciéon de alopurinol a dosis altas (40mg/k ev 4 horas post
evento) en recién nacidos afectos de EHI grave, implicaba una disminucién en la
formacién de radicales libres (hierro no unido a las proteinas, acido Urico) y en la
peroxidacién lipidica a nivel cerebral (malondialdehido). El objetivo secundario era
evaluar si a nivel clinico, el alopurinol producia un cambio en la perfusion y actividad
eléctrica del cerebro. En este trabajo, tal y como se habia demostrado previamente en
recién nacidos prematuros, aunque con dosis mas bajas (20mg/kg) (Rusell, 1995), no se
detectaron efectos secundarios relacionados con la administraciéon del farmaco. Los
pacientes del grupo alopurinol presentaron niveles de marcadores de estrés oxidativo
mas bajos. A nivel clinico, a pesar de ser un grupo muy pequefio de pacientes, los
recién nacidos que habian recibido alopurinol presentaban una tendencia a mejores
patrones no solo en el registro near infrared spectroscopy (NIRS), sino también el
patron electroencefalografico, a pesar de que ello no se reflejaba en el resultado
clinico final. El principal problema del estudio, tal como reconocieron los propios
autores era el tamano de la muestra (n=22) y que 5 de los 8 pacientes que tenian una

EHI grave fallecieron, haciendo dificil obtener conclusiones.

El mismo grupo, unos afios mas tarde, presentaron un ensayo clinico en el que se
reclutaron 32 pacientes con EHI grave a los que se les administré 40 mg/kg de
alopurinol a las 4 horas de vida, repitiéndose la dosis a las 12 horas. Como outcome
primario se evalud la morbi-mortalidad, sin detectarse diferencias significativas entre
los grupos. Los autores concluyeron que la administracion de alopurinol horas después
de la HI, podria no ser efectiva, ya que el mecanismo de actuaciéon del mismo es
inhibir la liberacion de radicales libres (Bender, 2006). Otra de las limitaciones que

apuntaron del estudio, era la gravedad de los pacientes incluidos, siendo en estos
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casos muy dificil valorar la eficacia de la mayoria de terapias neuroprotectoras como
habia ocurrido también en otros estudios con terapias antioxidantes (Rogers, 2014;

Merchant, 2015).

El afio siguiente, Gunes (Gunes, 2007) y colaboradores publicaron un estudio con 60 nifios
afectos de EHI. Al primer grupo n=30 se les administré alopurinol 40mg/kg dosis
durante 3 dias, siendo la primera dosis dos horas después del evento HI, mientras que
al segundo grupo se les administré placebo. A diferencia de los trabajos holandeses,
este grupo turco, incluyé diferentes grados de encefalopatia (leve, moderada y grave)
y estratifico los resultados segln esta clasificacidn. Su objetivo principal era evaluar los
niveles de NO en LCR y en sangre. Tras finalizar el trabajo, concluyeron, que los niveles
de NO en LCR (las primeras 24 horas de vida) en los pacientes afectos de EHI
moderada y grave eran mas altos que en los sujetos del grupo control
correlacionandose con la gravedad de la encefalopatia, corroborando el rol de NO en
la fisiopatogenia de la asfixia. Las horas de administracién del alopurinol, asi como la
dosis total administrada vario substancialmente a las administradas en el estudio
holandés. A nivel clinico, este grupo aporto resultados a medio plazo (12 o mas
meses), siendo mejores en el grupo alopurinol. No reportaron efectos adversos del

farmaco.

Una revision sistematica de la Cochrane Database realizada el afio 2008, concluia que
con los datos de los que se disponia en ese momento, no se podia recomendar la
utilizacidon del alopurinol como tratamiento estdndar para los nifos afectos de EHI, y
gue serian recomendables mas trabajos para valorar su posible eficacia, aunque su

seguridad ya habia sido demostrada (Cochrane Database Syst Rev 2008).

El afo 2012, el grupo holandés publico los resultados del seguimiento a largo plazo de
los primeros estudios realizados (van Bel, 1998; Bender, 2006). No demostraron que el
alopurinol ejerciera un efecto protector sobre el outcome primario (mortalidad y
discapacidad severa a los 4-8 afios) en el grupo de los pacientes con encefalopatia
severa. Pero cuando se analizaron los pacientes tratados con alopurinol del grupo
afecto de encefalopatia moderada, se observd que estos presentaban mejores

resultados a largo plazo, concluyendo que la utilizacién de alopurinol podia ser
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beneficiosa en este subgrupo de pacientes (Kaandorp, 2012). La revisidn sistematica de la
Cochrane Database de ese mismo afio, no cambid sus conclusiones generales, pero si

gue abrid un poco mas las expectativas en su valoracidn (Cochrane Database, 2012).

Ante los resultados obtenidos en los ensayos clinicos presentados, el mismo grupo
holandés, (Torrance, 2009; Kandoorp, 2014) empezd a estudiar si la administracion precoz de
alopurinol, en el momento del parto en aquellas gestantes con alta sospecha de
sufrimiento fetal, podria mejorar el perfil neuroprotector del fdrmaco. El objetivo era
inhibir la liberaciéon de radicales libres en la fase inicial del evento Hl, antes de que
empezara la fase de reperfusion. En la tabla 4 presentamos una relacion de los

trabajos publicados en los que se administré alopurinol en gestantes.

En lineas generales, todos ellos apoyaron la inocuidad del farmaco, ya que no se
detectaron efectos adversos graves del mismo ni en las gestantes ni en los fetos.
También se objetivé que la dosis administrada era suficiente para lograr un buen paso
transplacentario y conseguir niveles plasmaticos en el feto. Para valorar el grado de
neuroproteccion ofrecida se determinaron los niveles de PS100B en sangre de corddn,
sin detectarse diferencias significativas entre grupos, a pesar que el analisis post-hoc
se objetivo que los fetos de sexo femenino presentaban unos niveles mas bajos de

PS1008 .

La mayoria de trabajos publicados sobre la eficacia del alopurinol, consideran que se
trata de un buen farmaco, y que su mecanismo de accién puede ser clave en la
limitacion de la liberacion de radicales libres. Es por ello que su administracién deberia

ser precoz, en las fases iniciales.

En la actualidad hay dos ensayos clinicos que estan evaluando el efecto del alopurinol
administrando precozmente, uno durante el parto (NCT00189007) y otro

inmediatamente después (the European ALBINO trial).
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Autores

Métodos

Resultados

Conclusiones

Torrance et al. Pediatrics 2009

Estudio randomizado.

Embarazadas (>36 semanas) con signos de
hipoxia fetal que se les administra alopurinol
vs placebo endovenoso.

La severidad del dafio se midié analizando
lactico, PS100RB y Fe no unido a proteinas en
sangre de corddn.

Se midieron los niveles de alopurinol y
oxipurinol en sangre materna y de corddn.

Niveles de alopurinol y oxupironol en rango
terapéutico en sangre materna pero no en
sangre de cordoén.

En aquellas muestras de corddén que los
niveles estaban en rango terapéutico los
niveles de PS1008 si que fueron mas bajos
que en los otros grupos ( p<0.01).

En aquellos neonatos en los que el
alopurinol/oxipurinol cruzd la placenta en
suficiente cantidad para adquirir
concentraciones terapéuticas los niveles de
PS100R en sangre de corddn fueron mas
bajos.

Kandoorp et al.Arch Dis Child Fetal Neonatal,
2014

Ensayo clinico multicéntrico randomizado, a
doble ciego comparando alopurinol en
gestantes vs placebo en casos de hipoxia fetal
imminente.

58 gestantes con sospecha de hipoxia fetal.

Se administro 500 mg alopurinol intravenoso
a las madres justo antes del parto.

Se analizo disponibilidad del farmaco
(concentraciones en plasma materno y cordén
umbilical) y seguridad farmacoldgica (efectos
adversos maternos y fetales).

Niveles terapéuticos de alopurinol en sangre
materna a los 5 min de administracion.

Todas las muestras de cordén analizadas, 95%
(52/55) tenian concentraciones plasmaticas
adecuadas de alopurinol.

No se observaron efectos secundarios en los
recién nacidos.

2 madres presentaron durante la infusién
dolor o enrojecimiento en el brazo.

La dosis de Alopurinol administraba tenia un
buen paso placentario y un 95% de los fetos
tratados presentan en el momento del
nacimiento niveles terapéuticos sin presentar
en ninguno de ellos efectos secundarios.

Kandoorp et al.Arch Dis Child Fetal Neonatal,
2015

Estudio randomizado multicéntrico.
Gestantes con dinamica de parto con
sospecha de hipoxia fetal finalizdndose de
forma urgente.

Alopurinol vs placebo.

El outcome principal es medir la PS1008 en
cordén umbilical

222 gestantes randomizadas.

No hubo diferencias significativas en los
niveles de PS100B entre ambos grupos.

sSe detectaron niveles masz bajos de PS100b
en los recién nacidos nifia tratados con
Alopurinol

El tratamiento materno con alopurinol no
disminuy6 los marcadores de dafio neuronal
en sangre de corddn umbilical. Cierto
beneficio en el sexo femenino.

Proponen valorar el tratamiento con
alopurinol via cordén umbilical en sala de
partos post-evento hipoxico

Tabla 4. Resumen de los diferentes estudios realizados con alopurinol administrado en madres gestantes con fetos con riesgo de encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI). Acronimos tabla:

PS100R: Proteina PS100R. Fe: Hierro Ev: endovenoso.
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1.9 Neuroproteccion y diferencias seguin sexo

Los neonatos de sexo masculino afectos de EHI presentan una incidencia mas elevada
tanto de la gravedad como de secuencias a largo plazo comparados con el sexo
opuesto para un insulto de similares caracteristicas (Rutter, 2003; Mayoral, 2009; Smith, 2014;
Huang, 2016). Estas diferencias se han visto confirmadas en diferentes modelos animales

de dafio HI (Hurn, 2005).

Existen una serie de condicionantes que podrian influir en esta diferencia como son las
hormonas ya presentes en época fetal (vang, 2002) o las diferencias vias de activaciéon
dependientes de las caspasas que llevan a la muerte apoptdtica (Nie, 2016), llevando a
los machos a ser mas vulnerables a los insultos perinatales (Repolleau, 2007). No sdlo eso,
las hembras también presentan una predisposicion genética gracias a determinados
genes inhibidores de la apoptosis que ofrecen una proteccion innata después de un

evento HI (Carrel, 2005).

A nivel hormonal la presencia de testosterona incrementa la toxicidad dependiente del
glutamato después de una lesidon HI (vang, 2002), incrementando la lesién del infarto
(Cheng, 2007), asi como los andrégenos que potencian la lesion del daio cerebral (Nufiez,
2008). Por el lado contrario, los estrégenos parecen ejercer un efecto protector

disminuyendo el tamafio de la lesidn (Nufiez, 2008).

Cuando se analiza la via de la cascada apoptdtica los resultados evidencian que en las
hembras juega un papel primordial, mostrando niveles incrementados de citocromo-C
dependiente de la caspasa en el hipocampo después de un evento HI (weis, 2012),
mientras que en los machos la lesién esta lesién es independiente de la caspasa,

siendo clave la via que depende del factor inductor de la apoptosis (FIA) (Fitch, 2012).

Por ultimo las diferencias de dafio HI dependiente del sexo incluyen también
inhibidores enddgenos de la apoptosis. Existe una familia de proteinas, conocida como

los inhibidores de la apoptosis, capaces de inhibir la muerte celular regulando la
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apoptosis bloqueando los mecanismos intrinsecos y extrinsecos (Hil, 2007). En el sexo

femenino podemos encontrar una mayor expresion de estas proteinas.

Asi, estos tres mecanismos: las hormonas, la via de las caspasas y los factores
inhibidores de la apoptosis, interactuan entre ellos influenciando en el grado de la
lesion HI, abriendo asi la posibilidad de diferentes tratamientos neuroprotectores

segln el sexo del paciente.
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2. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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2 Hipotesis y Objetivos

La administracién de alopurinol en la fase aguda después de un evento hipdxico-
isquémico, asociado al tratamiento con hipotermia moderada sostenida, mejorara la

neuroproteccién en los animales sometidos a un modelo de EHI en cria de rata.

Los objetivos principales de este trabajo fueron:

1/ Validar una nueva técnica de extraccion de liquido cefalorraquideo en crias de

rata entre 7 y 12 dias, para poder determinar biomarcadores en LCR.

2/ Determinar si la terapia combinada (hipotermia + alopurinol) en un modelo
animal de EHI confiere una mejor neuroproteccidon y si ésta es mejor que la

hipotermia sola.

Los objetivos secundarios del trabajo fueron:

1/ Calcular si existen diferencias en los valores de proteina S100R en liquido

cefalorraquideo en las crias de ratas en funcién de los dias de vida.

2/ Concluir si existen diferencias en los valores de proteina S100R en liquido

cefalorraquideo entre los animales controles y los animales del grupo dafo.

3/ Delimitar si el tratamiento neuroprotector (hipotermia + alopurinol)
modifica de forma diferencial los niveles de caspasa 3 activada en tejido

cerebral 24 horas post evento Hl.

4/ Determinar si la terapia combinada (hipotermia + alopurinol) modifica de
forma diferencial las lesiones histoldgicas a nivel de tamafio del infarto,
volumen del hipocampo y graduacién neuropatoldgica a las 72 horas post-

evento HI comparada con los otros tratamientos.
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5/ Evaluar si el tratamiento neuroprotector (hipotermia + alopurinol) modifica
de forma diferencial los resultados que presentan los animales en el test de

geotaxis negativa.

6/ Decidir si el tratamiento neuroprotector (hipotermia + alopurinol) modifica

de los resultados que presentan los animales en el laberinto acuatico de Morris.

7/ Valorar la influencia del sexo sobre el efecto neuroprotector de las

diferentes terapias.
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3. MATERIALY
METODOS
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3. Material y métodos

3.1 Animales y estabularizacion

Se utilizaron un total de 315 crias de rata Wistar con edades comprendidas entre 7 y
12 dias (P7-P12) (pesos 12-24 gramos) procedentes de 10 parejas de ratas Wistar
adultas (Harlam Ibérica). Los animales se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas (08:00-20:00) y en condiciones controladas de humedad (50% + 10%) y
temperatura (22 + 2 °C), siendo estas condiciones consideradas las dptimas para estos
animales.

El estudio se realizé en la Unidad de Experimentacién Animal del Hospital Sant Joan de
Déu de la Universidad de Barcelona. El procedimiento fue aprobado por el comité de
experimentacion animal de la Universidad de Barcelona (CEEA) en cumplimiento del
Decreto 214/97 de la Generalitat de Catalunya, 2010/63/UE de la Unién europea y RD
53/2013 de Espafia. NUmero de permiso 6575.

Las crias de rata se mantuvieron con la madre hasta el momento de la intervencidn
quirargica con acceso libre a la alimentacidon materna. Las madres fueron alimentadas

segln el protocolo habitual.

Entre los 7 y 12 dias de vida las crias fueron sometidas a los procedimientos descritos

posteriormente (apartado 3.2.1). Después de ello fueron retornadas con las madres.

Los animales fueron destetados a los 25 dias de vida. Se separaron en jaulas segun
sexos, nunca con mas de 5 animales por jaula. Durante este periodo tuvieron libre

accesos a comida estandar y agua.

Al finalizar el protocolo experimental, a los 35 dias de vida, fueron sacrificadas con

sobredosis de anestesia segun protocolo. (Anexo 1)

El presente trabajo consta de cuatro bloques, para los cuales se utilizaron los animales

en diferentes edades (desde p7 hasta p35).
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a/ Experimento 1: (N=46) Validacion de la técnica de extracciéon de liquido
cefaloraquideo (LCR) en crias de rata. Los animales utilizados fueron crias de rata de p7
a pl2. Todos ellos fueron sacrificados con inyeccion anestésica después de la

obtencion de LCR.

b/ Experimento 2: (N=44) Estudio de la actividad de la caspasa-3 activada 24 horas
después del evento HI (p11). Se utilizaron animales de pll. Todos ellos fueron

sacrificadas después con inyeccion anestésica.

¢/ Experimento 3: (N=44) Estudio del dafio cerebral a nivel histolégico p13. Se
utilizaron animales de p13. Estos fueron anestesiados con isofluorano (sobredosis) y
fueron transfundidos con paraformaldehido. Se administré también sobredosis

anestésica.

d/ Experimento 4: (N=181) Valoracién funcional y estudios de biologia molecular. Para
esta parte se utilizaron animales entre p25 y p35. Estos realizaron diferentes test
motores y de aprendizaje y posteriormente fueron sacrificados con sobredosis

anestésica y fueron transfundidos con paraformaldehido.

En el estabulario de Sant Joan de Déu existe un control diario del estado de los
animales para evitar el sufrimiento de los mismos. Se valora el estado general del
animal, mediante la observacién de su aspecto, comportamiento y control de peso. Asi
mismo, los animales son controlados por los técnicos del estabulario durante el

periodo post-intervencién quirurgico.

Estos protocolos se incluyen en el anexo 1.

3.2 Diseilo experimental. Esquema de trabajo
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3.2.1 Grupos estudio

Los animales utilizados en las diferentes partes de proyecto se randomizaron en los

siguientes grupos:

Grupo 1 Control: (grupo Sham-Operated). Los animales de este grupo, fueron
sometidos al mismo protocolo quirdrgico descrito posteriormente (anestesia, incision
supraclavicular y visualizacion del paquete vascular) pero no se les realizd6 ninguna
manipulacién de los vasos, tampoco fueron sometidos hipoxia. La duracién del tiempo

de anestesia fue similar a |la de los otros grupos.

Al finalizar el procedimiento quirdrgico se mantuvieron en un ambiente normotérmico

a 36.5 2C durante 5 horas y a continuacidn fueron devueltos con sus madres.

Grupo 2 Daiio: (grupo Hipoxia) Se realizé el procedimiento quirdrgico segun el método
para induccidon de hipoxia-isquémia de Rice-Vannucci. Después de la hipoxia se
administré suero salino fisioldgico (0.2-0.3ml) intraperitoneal. Posteriormente al
procedimiento, se mantuvieron en ambiente normotérmico a 36.5 2C durante 5 horas

y a continuacion fueron devueltos con sus madres.

Grupo 3 Alopurinol: (grupo Alopurinol) Se realiz6 el procedimiento quirurgico segun el
método Rice-Vannucci. A los 5 minutos post-hipoxia se les administré 135 mg/kg (0.2-
0.3ml) de alopurinol intraperitoneal, pH 11.2 (Zyloprim sodium, Burroughs Wellcome,

Research Triangle Parl).

Al igual que los animales de los dos grupos anteriores, posteriormente al
procedimiento quirdrgico se mantuvieron en ambiente normotérmico a 36.5 9C

durante 5 horas y a continuacién fueron devueltos con sus madres.

Grupo 4 Hipotermia: (grupo Hipotermia) Se realizé el procedimiento quirdrgico segln
el método Rice-Vannucci. Después de la hipoxia se administré suero salino fisioldgico
(0.2-0.3ml) intraperitoneal. Posteriormente se mantuvieron en hipotermia controlada

a 33 2C durante 5 horas, a continuacion fueron devueltos con sus madres.
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Grupo 5: (grupo Hipotermia + Alopurinol). Se realizd el procedimiento segun el
método Rice-Vannucci. A los 5 minutos post-hipoxia se les administré 135 mg/kg (0.2-
0.3ml) de alopurinol intraperitoneal, pH 11.2 (Zyloprim sodium, Burroughs Wellcome,
Research Triangle Parl). Posteriormente se mantuvieron en hipotermia controlada a

33 2C durante 5 horas y a continuacién fueron devueltos con sus madres.

3.2.2 Modelo de encefalopatia hipoxico-isquémica

Para la induccién de EHI se utilizé la técnica ya validada y ampliamente utilizada en la
literatura de Rice-Vanucci (Rice, 1981), que describimos brevemente a continuacién: Los
animales fueron anestesiados con isofluorano inhalado (Induccién: 4%;
mantenimiento: 2% vaporizado en oxigeno a 3 I/min) y se mantuvieron a 36.5-37 2C

durante todo el procedimiento.

Para la realizacidn del protocolo quirurgico se utilizé un microscopio quirurgico.

A continuacidn se describe el protocolo utilizado:

Los animales son sometidos a una incisién a nivel supraclavicular en la cara antero
lateral izquierda. Una vez expuesto y disecado el tejido adiposo se visualiza el paquete
vascular que incluye la vena yugular, la arteria cardtida y el nervio vago. Se procede a
la diseccidn de los mismos y una vez aislada la arteria carétida se realiza una doble
sutura con seda de 3.0 y posterior electrocoagulacion segun el método descrito
previamente por el grupo de Martinez-Orgado (Fernandez-Lépez D, 2007). Posteriormente
se cierra la incisidn quirdrgica con una sutura simple.

Al despertar de la cirugia, las crias se devuelven con la madre durante 30 minutos.
Posteriormente se someterdn a hipoxia. Existen diferentes protocolos de hipoxia segin
tipo de lesidon deseada. Para nuestro trabajo en las condiciones de latitud en las que se
encuentra en nuestra ciudad y para conseguir un dafio moderado, sometimos a

nuestros animales a una atmosfera al 8% de oxigeno durante 90 minutos a 36.52 C.
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Consideramos dafio moderado aquel en el que habia una mortalidad post-evento
hipdxico entre el 10-15%.

Una vez finalizado el tratamiento los animales fueron devueltos con sus madres.

Figura 9. Material utilizado para el modelo hipoxia-isquemia. (A) Mezclador de gases: Para conseguir la mezcla de
gases hipodxicos utilizamos un respirador SERVO 900 con la adaptacion de las tubuladuras a una conexién de oxigeno
y a otro de 6xido nitroso. Con ello obtuvimos una mezcla gaseosa de oxigeno al 8%. Para comprobarlo se utilizé un
sensor de oxigeno B) Recipiente de cristal utilizado como camara hipdxica: En la superficie se pueden observar dos
orificios, uno de ellos es la rama inspiratoria de la mezcla de gases y el otro la rama espiratoria. En la imagen se
puede apreciar que la camara se encuentra introducida en un recipiente de aguda para regular la temperatura. (C)

Para realizar la el procedimiento quirurgico se utilizé el microscopio que aparece en la figura.

Figura 10. Diferentes momentos del procedimiento quirargico : (A) Induccidn anestésica (mezcla de isofluorano y
oxigeno). (B) Colocacidn del animal en posicion supina, los brazos y la cabeza extendidos para la correcta diseccidén
del paquete vascular izquierdo. (C) Visualizacion directa de la sutura, realizada mediante la técnica descrita
(diseccion del paquete vascular con ligadura de la cardtida izquierda separando la vena yugular vy el nervio

recurrente).
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3.2.3 Tratamiento con hipotermia

En todos los animales, el tratamiento se inicidé 15 minutos después de la finalizacién de
la hipoxia. Los animales se randomizaron en dos grupos: normotermia e hipotermia.
Los animales del grupo normotermia, se colocaron en una camara de cristal que
mantuvo sumergida en agua a temperatura estable a 36-372 durante 5 horas. Los
animales del grupo hipotermia, se colocaron en una camara con las mismas
caracteristicas con la temperatura del agua necesaria para que la temperatura rectal
de los animales fuese de 32-332C. A las 5 horas, los animales de ambos grupos se
devolvieron con sus madres.

La duracion y el nivel de temperatura se establecié segin datos de otros trabajos de la
literatura (sabir, 2012).

En la Figura 11 se puede visualizar como se procede al control de temperatura.

Figura 11. Tratamiento mediante hipotermia. Los animales se colocaron en un recipiente de cristal sumergida en
una fuente con capacidad de termorregulacidn. Los animales se mantuvieron entre 32-332C. Para evitar que los

animales se transmitiesen calor unos a otros se colocaron separadores entre ellos.

3.2.4 Tratamiento con alopurinol

Cinco minutos después de finalizar el procedimiento quirdrgico y antes de empezar la
hipotermia, los animales randomizados al grupo alopurinol recibieron 135 mg/kg de

Alopurinol pH 11.2 (Zyloprim sodium, Burroughs Wellcome, Research Triangle Parl)
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intraperitoneal. La dosis administrada se decidié a partir de la revisién de la literatura
previa, siendo la utilizada a finales de siglo pasado por Palmer (Palmer 1990,; Palmer 1993).

Los animales randomizados al grupo de no tratamiento con alopurinol se les
administré el volumen equivalente de suero salino fisioldgico (0.2-0.3 ml) también

intraperitoneal.

Figura 12. Administracion intraperitoneal alopurinol administracion intraperitoneal de alopurinol o de un volumen

equivalente de suero salino fisioldgico (0.2-0.3ml).

Doctorando: Javier Rodriguez Fanjul 51



EXPERIMENTO 1:

3.3 Obtencidn de liguido cefaloraquideo (LCR). Valoracién biolégica (biomarcadores)

3.3.1 Extraccion de LCR mediante puncion de cisterna magna

Para realizar la extraccién de LCR validamos una nueva técnica que se describe a
continuacion (Rodriguez-Fanjul, 2015).

Para ello se utilizaron crias de rata de entre 7 y 12 dias de vida (N=46). Los animales
se colocaron en una superficie estéril y se anestesiaron con isofluorano (4%). Para la
realizacion de la puncién, uno de los investigadores sujeta al animal posicionandolo
con el cuello flexionado, de forma que la cabeza queda en un dngulo de 90° facilitando
la visualizacién de un espacio de forma romboidea entre el orificio occipital y el inicio
de la columna cervical. Se localiza en la linea media entre las dos orejas, siendo
facilmente palpable. Un segundo investigador, guiandose por palpacidn, introduce una
aguja de 24-G de forma perpendicular, con el bisel hacia arriba, a una profundidad de
entre 0,5-1 mm. Cuando se detecta salida del LCR, este se recoge, mediante una
pipeta automatica y se transfiere a un tubo Eppendorf. Las muestras visualmente
hematicas se descartaron.

El LCR recogido se conservé a -80 °C para su posterior andlisis. Después de la

extraccion, los animales fueron sacrificados.

3.3.2 Determinacion de biomarcadores en LCR

Para realizar la determinacién de los niveles de proteina S1000 se utilizé el ELISA kit for
5100 Calcium Binding Protein USCN Life Science. Las muestras fueron procesadas a una
dilucién de 1/20.

Como grupo control a la normalidad (n=41) se utilizé muestras de animales sometidos

al modelo de dafio HI de Rice-Vannuci previamente descrito (n=5).

Esta parte del trabajo ha sido publicada en la revista Journal of Experimental

Neuroscience (Rodriguez-Fanjul, 2015) Adjuntamos el articulo completo en el (Anexo 2).
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Figura 13. Técnica de recogida de LCR. (A) Induccién anestésica (B) Posicionamiento del animal en un angulo de

90°. La flecha muestra el punto de puncidn. (C) aguja de 24 G, bisel hacia arriba, insertado perpendicular. (D) LCR

recogido con una pipeta 20 pl.
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EXPERIMENTO 2:

Esta parte del trabajo ha sido publicada en la revista Plos One (Rodriguez-Fanjul, 2017)

Adjuntamos el articulo completo en el (Anexo 3).

3.4 Valoracidn de las diferentes vias de activacion de la apoptosis

3.4.1 Medicién actividad de la caspasa-3

Diseccion cerebro

Las caspasas en general y la caspasa-3 activada en particular, es considerada una de las
principales moléculas que participan en la via dependiente de las caspasa, capaces de
activar la muerte celular programada o apoptosis. Su determinacién se ha utilizado en
multiples trabajos para demostrar la activacidon de la via apoptética y cuantificar la
apoptosis de forma indirecta.

Para determinar su actividad en los diferentes grupos, se utilizaron animales operados
a los p10 dias de vida siendo randomizados tal como se ha explicado en el apartado 3.3
en 5 grupos. Se utilizaron 44 animales.

Los animales fueron sacrificados a las 24 horas de la HI (P11) previa anestesia
(isofluorano) mediante una inyecciéon de intraperitoneal de anestésico (Pentotal).
Posteriormente fueron pesados y los cerebros se extrajeron en bloque y se
conservaron a -80 °C.

Para su utilizacién, el cerebro congelado fue seccionado en cortes coronales de un
grosor de 3 mm aproximadamente, encima de placas metdlicas mantenidas en hielo
seco. La localizaciéon del hipocampo y su diseccidn se realizé bajo un esteromicroscopio
Nikon SMZ645 (16-100x) utilizando una base de hielo seco para no romper la cadena

de frio.
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Extraccion proteica

Los hipocampos diseccionados y congelados se disgregaron utilizando
homogeneizadores de vidrio “Douncer” mantenidos en hielo y en el tampdn de lisis
Laemmli ( Stock 1.8 x: 50 mM Tris —pH 7.4-, 150 mM 0.9% Na CL, 1% NP 40, 2mM
EDTA, 10 mM Na B-glicerofosfato, 2 mM EGTA, 5 mM Na pirofosfato completando la
solucién a 1X con 1 mM NazVOg, 0.1% B- Mercaptoetanol, 1X Coctail inhibidor proteasa
(Roche-Complete Mini Cat#1836153) 1mM PMSF, 50 mM NaF, 25 mM NEM-
etilmaleinida.). Se realizaron 50 golpes con un émbolo de menor didmetro y otros 50
con un émbolo de mayor tamafo. Los lisados proteicos se mantuvieron en hielo 30
minutos y se sometieron a 5 ciclos de sonicacién de 10 segundos cada uno espaciados
por 1 minuto en hielo (Sonics Vibra-cell, sonda de 64 mm y amplitud de 23%). Los
homogenizados se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 2C (Eppendorf
5427R) y se recogieron los sobrenadantes. Se determind la concentracion de proteina
mediante el Método Bradford y se utiliz6 una curva estdndar de concentraciones
conocidas de albimina bovina (BSA). Los lisados se almacenaron a - 80 2C hasta su

analisis por Western-Blot.

Western-blot

Posteriormente los extractos de proteinas fueron separados mediante SDS-PAGE vy
electro-transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas fueron
tamponadas con un solucién de leche seca al 5% en un buffer salino y incubadas con
anticuerpos  primarios contra caspasa- activada ((Asp175) (5A1E) Rabbit #Cell
signaling, 1/500) y GAPDH (D16H11) XP Rabbit #Cell signaling, 1/20000) como control

de carga.

Posteriormente con su correspondiente anticuerpo secundario HRP-conjugado
(PROMEGA anti-Rabbit 1/5000). La sefial de proteina fue medida usando el sistema

guimioluminiscente (Amersham, Buckinghamshire, UK).
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EXPERIMENTO 3:

3.5 Valoracion dafio histoldgico (tamaino del infarto, tamafio hipocampo, score

neuropatolégico)

Para realizar esta parte del trabajo se utilizaron animales operados en P10 (N=44),
randomizandose en los 5 grupos. A las 72 horas del procedimiento quirurgico, las ratas
fueron sacrificadas (P13) mediante una sobredosis anestésica (isofluorano) y
perfundidos intracardiacamente con paraformaldehido. Posteriormente los cerebros
fueron extraidos vy se fijaron durante 6 horas en PFA. Se realizaron cortes coronales de
40 um de grosor y se mantuvieron con una solucién crioprotectora (0.1 M buffer
fosfato, glicerol y etilenglicol) y guardados durante -30 2C para su posterior estudio.
Para el analisis histologico las secciones de tejido se montaron en porciones
recubiertas de polisina y tintadas en hematolixlina-eosina (H-E). A continuacién se
realizaron micrografias de todo el corte cerebral con un microscépico 6ptico Nikon

Eclipse 800 (Nikon, Tokyo, Japdn).

La medicion del tamafio de la lesién se realizé de forma ciega por dos investigadores.

Se realizé esta medicién a las 72 horas segin multiples referencias bibliograficas es el

momento en que se puede valorar el maximo dafio cerebral (sabir, 2012).

Medicion tamano infarto e hipocampo

Para determinar el tamafio del infarto se realizaron cortes coronales y se procedid a su
tincion con hematoxilina-eosina. De cada corte se identificd la linea media y se
delinearon ambos hemisferios (izquierdo vs derecho). Dos cortes de cada bloque, que
incluian el cértex, hipocampo, ganglios de la base y tdlamo fueron escaneados con una
resolucién de 1200 dpi. Para poder medir el drea de tejido viable en cada hemisferio,

derecho o izquierdo, se utilizé el programa Image J (Imagel, versién 1.48, National
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Institutes of Health, USA; www.NHI.gov). La medicion del ratio de cada area se calculd a
partir de cada una de las dos secciones del cerebro obteniéndose el porcentaje de area
perdida (1-(Ratio del area (derecho vs izquierdo) ) (Sabir H, 2014).

Para la medicion del tamafio del area del hipocampo se comparé igual que en el caso

del cortex el drea contralateral con la del hipocampo ipsilateral.

Score neuropatoldégico

Otra de las técnicas utilizadas en la bibliografia, para la valoracién del dafio cerebral
histoldgico es el score neuropatolédgico de Thorensen. Con él se interpretan diferentes
grados de lesion celular a nivel del cértex cerebral y del hipocampo (Thorensen, 1996).

A continuacidn se describe como se evallan los diferentes cortes histoldgicos.

Evaluacién del cértex cerebral, se puntuard cada corte segun los valores reportados a

continuacion:

0: No dafio histoldgico.

1: < 10% de drea afectada; infartos pequefios, parcheados o incompletos.
2: 20-30% de area afectada; infartos parcialmente confluentes.

3: 40-60% de area afectada, con infartos grandes y confluentes.

4:>75% de area afectada, destruccion total del tejido.

Evaluacién del hipocampo, se puntuara cada corte segln los valores reportados a
continuacion:

0: No dafio histoldgico.

1: <20% de area afectada, neuronas necroéticas solo en las areas mas laterales.

2: 50% de darea afectada, con areas parcheadas en todos los sectores.

3: 75% de area afectada, con dreas mas extensas de neuronas necroticas.

4: 100% de area afectada, infarto completo del hipocampo incluyendo el giro dentado.
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EXPERIMENTO 4:

3.6 Evaluacidon funcional motora y del aprendizaje

Test de Geotaxico Negativo

Para poder valorar los reflejos de neurocomportamiento temprano se realizé el test
geotdxico negativo (N=35). Este test consiste en valorar la capacidad que tiene una cria
de rata en reposicionarse sobre una superficie inclinada. Esto es una respuesta
postural innata que aparece sobre los 15 dias de vida (smit, 2015).

Se utilizaron animales operados a los 10 dias de vida que se randomizaron en los 5
grupos de estudio. Estos animales una vez intervenidos fueron retornados con sus
madres.

Los animales empezaron el entrenamiento a los 15 dias de vida (5 dias después del
episodio HI) y se entrenaron durante 3 dias consecutivos. Cada animal realizé el test 1

vez al dia. Los animales fueron sacrificados posteriormente.

Para la realizacion del test se utilizé una plataforma inclinada donde el animal es capaz
de pivotar y girarse. Esta plataforma se dejé en un angulo inclinado de 45 2. El test
evalla el tiempo que necesita cada animal para que recolocarse en un giro de 180 2y
colocarse con la cabeza posicionada boca arriba.

Al finalizar el test, a los 18 dias de vida, los animales fueron pesados y sacrificados.

En la figura 14 mostramos como se realiza el test geotaxico negativo.
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Figura 14. Test geotaxico negativo. Los animales se colocan en una superficie inclinada de 45 2 posicionandose boca

abajo, evaluandose el tiempo necesario que precisa el animal para recolocarse en un giro de 180 @.

Test de memoria temporo-espacial y de aprendizaje (Laberinto de Morris)

Para realizar una valoracion neuroldgica a largo plazo se escogidé evaluar la memoria
temporo-espacial y el aprendizaje (N=151).

La evaluacion de la memoria temporo-espacial se realizé mediante el laberinto
acuatico de Morris, versidon modificada para animal pequeno.

Para ello se utilizaron animales operados a los 10 dias de vida, que se randomizaron en
los 5 grupos del estudio. Estos animales, una vez operados fueron retornados con sus
madres y se destetaron a los 25 dias de vida manteniéndose en jaulas con menos de 5

animales en cada una y separados por sexos.

Las ratas son animales que se desenvuelven bien en el agua, tienen una buena
capacidad para desplazarse en ese medio, pero no les es agradable asi que intentan
evadirse lo antes posible del mismo para poder acceder de nuevo al medio terrestre.

El motivo de utilizar el laberinto acudtico y no el laberinto clasico terrestre fue que
dado que la motivacién en el laberinto acuatico es poder escapar del agua y no la
privacion de alimento, esto permite que los animales se encuentren en mejores
condiciones fisicas y estén menos estresados e irritables.

Para la realizacién del test adaptado se utilizé un contenedor apto para uso
alimentario de pldastico duro (Politeno) con un tamafo de 63 cm de largo, 43 cm de
ancho y 35 cm de alto. El recipiente fue dividido en la mitad de su anchura y longitud

mediante una ldmina cuadrada de politeno de 2 cm de grosor y 30 cm de longitud,
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adherida a una base del mismo material y groso, de 30 cm de largo por 10 cm de ancho
sujeta al fondo del contenedor mediante tornillos de acero inoxidable al fondo del
contenedor evitando que se moviera. Para permitir que los animales se escapasen del
agua se utilizé una plataforma que consistia en un tubo macizo de nylon blanco de 20
cm de longitud y 10 cm de didmetro con una base cuadrada de politeno de 10 cm de
lado.

Con este test se realizé una tarea de discriminacidn visual entre dos sefiales que se
encontraban dentro del laberinto siendo fdaciles de identificar y visualizar por los
animales. Las sefales que se utilizaron en el test consistian en dos cartones con fondo
blanco con franjas de color negro. Las franjas se diferenciaban por el didmetro de su
grosor. Una de las dos sefiales presentaba franjas el doble de gruesas que la otra. Una
vez un animal fue aleatorizado a una de las sefiales delante de la seial reforzada (+) se
colocé la plataforma sumergida 1cm respecto a la superficie del agua. Para evitar que
el animal pudiese ver previamente su posicion se tifo el agua de blanco con latex
liqguido. Delante de la sefal no reforzada (-) no habia nada. Para que los animales se
sintiesen comodos el test se realizd siempre con temperaturas del agua entre 22 y 25
oC.

Cada una de la sefiales se localizaba al final de uno de los dos brazos o segmentos en
gue quedaba dividido el contenedor situdndose en el lado opuesto del contenedor vy
del punto de salida (starting point) de los animales. De una manera semi-aleatorizada
la sefial reforzada se fue alternando en cada uno de los segmentos siendo siempre la
misma para cada animal pero distinta entre cada uno de los animales (Figura 15).

Este test es una adaptacién del laberinto acudtico disefiado en 1984 por Richard G.
Morris (Morris, 1984), siendo un test de comportamiento ampliamente utilizado para

poder valorar la memoria temporo-espacial (Camprubi, 2017).

Se realizaron 4 ensayos diarios durante 10 dias. Cada animal recibié un refuerzo para
una senal concreta. Para ello al inicio se dejé que el animal explorara la piscina un
tiempo maximo de 50 segundos. Cuando el animal escogia incorrectamente, se
mantenia en el agua en esa zona por un intervalo de tiempo de 50 segundos, luego se
le dejaba encima de la plataforma y una vez en esta se le mantenia encima durante 5

segundos antes de sacarlo. Si por el contrario, escogia desde el inicio la opcién
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correcta, una vez el animal subia a la plataforma, se le mantenia en ella durante 5
segundos y transcurridos éstos se le retiraba y se le secaba.

Posteriormente, se registro el tiempo de latencia (tiempo que tardaban en salir del
agua) en cada uno de los cuatro ensayos que se realizaban diarios. Una vez finalizada la
fase de tanteo si el animal no alcanzaba la plataforma a los 50 segundos se retiraba del
agua.

A los 35 dias de vida, los animales fueron pesados y sacrificados.

Figura 15. Laberinto acuatico de Morris. Los animales se colocan dentro de un contenedor acuatico con latex. Se

cronometra el tiempo necesario para que cada animal llegue a la plataforma con la sefial correspondiente.

3.7 Analisis estadistico de los datos obtenidos

- Experimento 1:

Los resultados de los pardmetros que seguian una distribucion normal se expresaron
en media +/- desviacion estandar, mientras las variables no paramétricas fueron
expresadas en mediana y rango. Para realizar el andlisis estadistico de las diferencias
entre grupos se utilizé el test de Kruskal-Wallis como prueba no paramétrica para la
comparacion de los valores de proteina S100R entre los 5 grupos, aceptando p<0.05

como significacion estadistica.

- Experimento 2:
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El analisis de los resultados en Western Blot, fueron expresados como el ratio entre
caspasa-3 y su proteina control de carga GAPDH. Posteriormente todos ellos fueron
expresados en porcentaje respecto al del grupo control (presentado como diagrama de
barras). Se represento en las graficas como media y media * error estandar de la
media. Los resultados fueron analizados utilizando un test de Kruskal-Wallis,
aceptando p<0.05 como significacién estadistica.

Para la determinacion de las diferencias entre sexo se utilizaron las mismas técnicas.

- Experimento 3:

El drea de infarto y de hipocampo fueron expresados en media +/- desviacion
estandar. Para comparar las diferencias entre grupos se utilizd un test de ANOVA,
realizdndose un analisis pos-hoc posterior con correccién de bonferroni para
determinar diferencias inter-grupo. Se consideré una diferencia estadisticamente
significativa un p<0.05.

Para la determinacién de las diferencias entre sexo se utilizaron las mismas técnicas.

La valoracion de las diferencias en el score neuropatoldgico también se utilizd un test

de ANOVA.

- Experimento 4:
Para el andlisis de los datos obtenidos en el test de geotaxis negativa se utilizé el test

de Kruskal-wallis, aceptando p<0.05 como significacion estadistica.

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos en las pruebas de aprendizaje se
utilizé una prueba ANOVA para dos factores, (tiempo y grupo), con el primero de ellos
con medidas repetidas (two-way ANOVA with repeated measurements) para cada uno

de los tramos independientemente. Se acepto p<0,05 como significacidén estadistica.

Para la determinacion de las diferencias entre sexo se utilizaron las mismas técnicas.

Todos los datos fueron analizados con los programas estadisticos STATA 13 y SPSS 17.
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4. RESULTADOS
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4. Resultados

4.1 Flujo de animales utilizados en los diferentes experimentos

Para valorar el efecto de la terapia neuroprotectora dual (hipotermia mas alopurinol),

se utilizaron un total de 315 animales. Se distribuyeron en cuatro experimentos:

- Experimento 1: Puncion lumbar: Extraccion de LCR: validacidn de una técnica de

extraccién de LCR en crias de rata. (N=46)

- Experimento 2: Valoracidn de las vias de muerte celular. (N=44)

- Experimento 3: Valoracion del dafno histolégico. (N=44)

- Experimento 4: Evaluacion funcional motora y de aprendizaje.

a) Se realizd la valoracién a nivel motor mediante el test geotaxico
negativo (andlisis de reflejos y neurocomportamiento temprano) .

(N=30)

b) Se realizé la valoracién del aprendizaje y la memoria mediante la

memoria temporo-espacial. (N=151)
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Esquema 1. Flujo de animales utilizados para cada parte del estudio. Se incluyen los animales randomizados antes

del evento hipdxico-isquémico.

4.2 Experimento 1: Obtencion de liguido cefaloraquideo

Con el objetivo de obtener LCR para el estudio de biomarcadores o otras moléculas en

LCR de cria de rata se valido una nueva técnica para la obtencién de LCR.

Se utilizaron un total de 46 crias de rata entre 7 y 12 dias El 54% fueron hembras. La
mediana global de peso de los animales utilizados fue de 20.22 g. (14.35-24.65) y el
peso del cerebro 0.81g. (0.58-1.07). En la tabla 5 se presentan los resultados en mas

detalle en funcidn de los dias de vida.

El tiempo medio de anestesia para la realizacién del protocolo fue de 120.39 s (+/-

19.82).

Se obtuvo LCR en el 96% de los casos, con una media de 21.28 ul por individuo (5-40

ul). El volumen mds grande se obtuvo en los animales con un mayor peso (p=0.042). A
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pesar de ello, la cantidad de LCR no se correlaciond con la edad del animal o con el

peso del cerebro (p>0.05).

El porcentaje de contaminacién hematica de las muestras fue del 4.7%, estas se

descartaron para el analisis posterior.

o7 p8 p9 p10 pil HIE(p10)
Numero animales 10 10 10 14 14 10 5

Peso animal(g) 1507(1321-183)  15.1{11.57-18) 17.7(13.3-20.16) 18.23(1483-228)  19.8{174-212) 22.92(21.4-235) 197 (15.85-23)
Tiempo 118 (20-150) 137 (128-150) 127 (107-137) 117 (97-124) 111 {102-128) 116 (90-118) 120(105-133)
anestesia (s)

Peso cerebrog) 0.64 (0.58-0.74) 0.69 (0.5-0.79) 0.75 {0.66-0.62) 0.8 (0.72-0.89) 0.94 (0.9-1.04) 1.04 (0.98-1.07) 0.83 (0.8-0.85)
Cantidad LCR (uf) 15 (0-25) 201(5-40) 30 (15-40) 25 (0-40) 20 (540) 10 (5-40) 25(15-40)

% Muestras 16.6 166 0 0 0 0 0
contaminadas

% Exito a0 100 100 90 100 100 100

Valores proteina 81699 17 (6.3-19) 10 (7 5-15) 10.2 (4.5-16.3) 8.5(5-10) 64485 45 (40-50)
PS1008

Tabla 5. Tabla con las caracteristicas animales para estudio de PS1008 en LCR. Datos expresados en mediana y

rango. Abreviaturas: p= Dias de vida. EHI= Encefalopatia hipdxico-isquémica. g= gramos. s= segundos

Los valores de PS100R en los individuos del grupo control oscilaron entre 5-25 ng/ml,
estos no variaron en funcidn del dia en el que se realizd la puncion lumbar. Tampoco
se observé una variacion de los niveles de PS1008 dependiendo el tiempo de
anestesia.

Los valores de PS100R en los animales con dafio (EHI), fueron superiores a 40 ng/ml.
Cuando se compararon estos valores con los obtenidos de las muestras de individuos
normales se pudo objetivar una clara diferencia (p<0.001) con un valor mucho mas alto
en los animales con EHI.

La Figura 16 representa la evolucidon de los valores de normalidad de la PS1008

durante los primeros dias de vida.
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Figura 16. Niveles de PS100R . En la siguiente grafica se pueden ver la distribucion de los valores PS100R desde los 7
dias hasta los 12 dias en crias de rata sana. HI : Animales de 10 dias con dafio hipdxico-isquémico. Figura extraida
del articulo publicado por los autores Rodriguez-Fanjul J, Fernandez-Feijéo CD, Camprubi MC. A new technique for

collection of cerebrospinal fluid in rat pups J Exp Neurosci. 2015;9:37-41.

4.3 Evaluacion de los diferentes tratamientos aplicados después de la agresidn

hipdxico-isquémica

Los resultados comentados a continuaciéon tienen el objetivo de poder realizar una
valoracién de global y completa des de multiples angulos de los posibles beneficios de

las diferentes terapias neuroprotectoras.

Experimento 2: Valoracion de la ctividad de la caspasa-3 24 horas después del

evento HI

Se utilizaron un total de 44 crias en p10. Se analizé el nivel de caspasa-3 activada a las
24 horas post-evento HI mediante Western blot. Como control interno del
procedimiento se utilizd GAPDH. Se realizaron tres experimentos con tres individuos

diferentes para cada grupo en cada experimento.
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Después de un evento HI el dafio cerebral se puede producir por necrosis o apoptosis
(Fatemi, 2009). La activacion de las caspasas, y en especial la caspasa 3, juega un papel
crucial las vias de muerte celular programada caspasa-dependiente. Se ha demostrado
que la hipotermia reduce la expresion de la caspasa-3 en modelos EHI en crias de rata

(Drury, 2014).

En el anadlisis del global de animales, los individuos del grupo Isquemia (HI) y Alopurinol
(HIA), presentaban valores significativamente mds altos que los demas grupos
(p=0.0032) (p=0.013). No se detectaron diferencias entre los grupos que recibieron
tratamiento con Hipotermia (HIH), Hipotermia mas Alopurinol (HIHA) y el grupo

Control.

Se realizd una segunda evaluacion separando los animales por sexo. Para ellos ser
realizaron dos geles diferentes uno con animales machos con la representacion de los
diferentes grupos y otro con los animales hembra, también con representacion de los

diferentes grupos. Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

En el grupo de machos se objetivaron unos niveles incrementados de caspasa-3 en los
grupo Hl y HIA cuando se comparaban con el grupo Control (p=0.0032). Igual que en
el analisis global no hubo diferencias en los niveles de caspasa-3 entre el grupo Control

y los otros grupos que recibieron tratamiento neuroprotector (HIH y HIHA).

En las hembras, el grupo que presentd los niveles de caspasa-3 mas elevados fue el
grupo Isquemia (p=0.0117), sin objetivarse diferencias entre el grupo Control y los
grupos que recibieron tratamiento: HIA, HIH, HIHA. Todos estos grupos demostraron
unos niveles significativamente mas bajos de caspasa-3 cuando se compararon con el

grupo HI (HIA p=0.046, HIH p=0.025, HIHA p=0.025).
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Esquema 2. Clasificacion grupos animales utilizados para la medicion de los niveles de caspasa. 4 animales
fallecieron post-evento hipdxico y antes de la randomizacion . Uno de los animales del grupo isquemia y otro del
grupo alopurinol fallecieron una vez los tratamientos fueron instaurados durante el experimento. Abreviaturas: Alo:

Alopurinol. Hipot: Hipotermia. Hipot+Alo: Hipotermia+Alopurinol.
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Figura 17. Expresion de caspasa-3. Analisis mediante Western Blot y densitometria de la proteina caspasa-3 en el
tejido del hipocampo de machos y hembras de diferentes grupos experimentales. Se utilizo como proteina de carga
de control GAPDH. Abreviaturas: HI: Hipoxia-isquemia. HIA: Hipoxia-isquemia alopurinol. HIH: Hipoxia-isquemia

hipotermia. HIHA: Hipoxia-isquemia hipotermia alopurinol.
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Experimento 3: Valoracion daiio histolégico (Tamaiio del infarto, tamano

hipocampo, escore neuropatoldgico)

La mayoria de trabajos de experimentacién animal, utilizan la medicién del tamafio de
la lesion histolégica como una de les estrategias para evaluar los resultados en lo que a

neuroproteccion se refiere (Sabir, 2016).

Se utilizaron un total de 44 crias en p10.
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Esquema 3. Flujo de animales utilizados para la medicion del tamafio de la lesion hipoxico-isquémica a las 72 horas. 6 animales

Hipoxia- Fxi
isquemia

fallecieron post-evento hipoxico y antes de la randomizacién . Dos de los animales del grupo isquemia y uno del grupo alopurinol

fallecieron una vez los tratamientos fueron instaurados durante el experimento.

Los grupos de animales fueron homogéneos en a sexo y antropometria .
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Hipotermia Hipotermia+

Alopurinol
Sexo (H) 3 4 4 3 4 72
Peso p10 (g) 18.4 (17.1-19.8) 18.7 (17.6-19.8) 18.1(16.9-19.3) 18.9 (17.5-19.9) 18.1(16.3-19.8) .81
Peso p13 (g) 243(225-26.1)  229(21.4-244)  23.7(221-25.2)  23.9(22.7-251)  23.8 (22.4-25.2) 56
Peso cerebro 1.05 (1-1.1) 0.92(0.86-0.98)  1.01(0.99-1.03)  1.03(1.01-1.05)  1.03 (1.01-1.05) 32
@

Tabla 6. Caracteristicas antroprométricas animales estudio de daiio neuronal histopatolégico. Datos expresados
en mediana y rango. Abreviaturas. H: hembras; g: (gramos);.**Dos de los animales del grupo isquemia fallecié post-

instauracién del tratamiento. * Uno de los animales del grupo alopurinol fallecié post-instauracion del tratamiento.

Para la valoracién del tamafio del infarto y del tamafio del hipocampo se realizé
mediante medicién manual con el programa ImageJ utilizando el método descrito en el

apartado “material y método”.

Medicion del tamaiio del infarto a las a las 72 horas del evento hipdéxico-isquémico

En el analisis inicial del global de animales, los individuos del grupo isquemia
presentaron una disminucién ipsilateral del hipocampo y una pérdida del volumen
cortical como consecuencia del infarto. No se objetivaron diferencias macroscépicas

entre los grupos Control, HIH y HIHA (Figura 18).

El cerebro de los animales que recibieron tratamiento neuroprotector, presenta un
tamafio menor de la zona de infarto (HIA, HIH, HIHA) (p<0.0001). Los individuos del
grupo Isquemia presentaban la mayor extension del area infartada (33.60 % (+ 3.30) en
comparacion con los del grupo Control 0.37% (+ 0.5) ( p<0.0001). El tratamiento con
HIA y HIH redujo el porcentaje del drea a 13.41% (+3.37) y 5.10% (+1.04)
respectivamente con diferencias estadisticamente significativas. La combinacién del
tratamiento con HIHA redujo el area del infarto en 3.8 (+0.99). No se objetivaron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos HIH y HIHA.
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Figura 18. Tamafio infarto hipdxico-isquémico a las 72 horas post-evento HI. a) Cortes histoldgicos con tincién
hematoxilina-eosina entre los diferentes grupos del experimento. B) Grafica que representa la evaluacion
cuantitativa del darea infartada en cada condicion tratada. Acrénimos: HI: Hipoxia-isquemia. HIA: Hipoxia-

isquemia+alopurinol. HIH: Hipoxia-isquemia+hipotermia. HIHA: Hipoxia-Isquemia+hipotermia+alopurinol

Se analizd si el global del tamafio del infarto era diferente entre machos y hembras,

pero no se encontraron diferencias (p=0.321).

Cuando se valord en el subgrupo de hembras si existian diferencias en funcién del
grupo alque pertenencian se objetivé que el tamano del infarto era menor en el grupo
HIA que en el grupo HI (p=0.037). No se objetivaron diferencias en el tamafio del

infarto entre los grupos HIA, HIH, HIHA (p=0.151;p=1;p=1).

Cuando se analizé el efecto neuroprotector en los machos, el tamafio del infarto era

menor en los grupos HIH y HIHA pero no se encontraron diferencias entre el grupo HIA

y el grupo HI (p=0.187).
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Figura 19. Medicion del volumen del hipocampo a las 72 horas del evento hipoxico. Grafica que representa la
evaluacién cuantitativa del area infartada en cada condicion tratada segln los diferentes sexos. Acronimos: Hl:
Hipoxia-isquemia. HIA: Hipoxia-isquemia+alopurinol. HIH: Hipoxia-isquemia+hipotermia. HIHA: Hipoxia-
Isquemia+hipotermia+alopurinol

Cuando se analizé el area del hipocampo se objetivaron también diferencias entre los
grupos que recibieron tratamiento (p<0.0001). Los animales isquémicos que no
recibieron tratamiento presentaron un hipocampo mas pequefio en comparacion de
los que habian recibido algln tratamiento neuroprotector con HIH o HIHA (p=1). Los
animales que recibieron tratamiento con alopurinol preservaban major el tamafio del

hipocampo que los individuos del grupo isquemia pero sin diferir estadisticamente de

ellos.
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Figura 20. Medicidn de la evaluacion cuantitativa del area preservada hipocampo a las 72 horas del evento
hipdéxico. Grafica que representa la evaluacion cuantitativa del area de hipocampo preservada segun cada condicién
de tratamiento. Acréonimos HI: Hipoxia-isquemia. HIA: Hipoxia-isquemia+alopurinol. HIH: Hipoxia-

isquemia+hipotermia. HIHA: Hipoxia-Isquemia+hipotermia+alopurinol
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Cuando se analizé el tamafio del hipocampo segln el sexo y condicion, en las hembras
no se objetivaron diferencias entre los grupos que recibieron tratamiento
neuroprotector, incluyendo el grupo HIA, HIH y HIHA (p=0.398;p=1;p=1). En los
machos, el tamafno del hipocampo de los animales que recibieron tratamiento con HIA

fue similar al del grupo Hl, y diferente de los otros (p=0.003).
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Figura 21. Grafica que representa la evaluacion cuantitativa del area de hipocampo preservada segtn cada
condicion de tratamiento y segtin sexo. Acrénimos HI: Hipoxia-isquemia. HIA: Hipoxia-isquemia+alopurinol. HIH:

Hipoxia-isquemia+hipotermia. HIHA: Hipoxia-Isquemia+hipotermia+alopurinol.

Valoracidon del dafio mediante el la graduacion (score) neuropatolégico

[
El analisis del score neuropatolégico fue estadisticamente diferente entre los grupos
(p=0.001). En el andlisis post-hoc, el grupo control (p=0.001), HIH (p=0.001) y HIHA
(p=0.001) fueron diferentes del grupo Hl y HIA. La estructura histoldgica se encontraba
mas preservada en los animales tratados con hipotermia (HIH y HIHA) que en los Hl y
HIA, en los que el dafio histolégico era mas evidente, con infartos mayores y una

mayor superficie afectada.

Se evaluo si existian diferencias en el analisis global del score en funcién del sexo, sin

encontrar diferencias estadisticamente significativas.

Cuando se analizd considerando el género. En el grupo de machos, los resultados
fueron similares a los del andlisis global. Con una diferencia clara entre los grupos

(p=0.0004). Los grupos control (p=0.001), HIH (p=0.0004) y HIHA (p=0.0006) fueron
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diferentes de los diferentes Hl y HIA. No se detectaron diferencias entre Hl y HIA.

Al analizar las hembras, se objetivaron también diferencias entre los diferentes grupos
(p=0.003), pero el grupo control (p=0.02), HIH ( p=0.036), HIHA (p=0.036), y HIA
(p=0.029) fueron diferentes del grupo HI. No se objetivaron diferencias entre los

grupos HIH y HIHA (p=0.8039).
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Figura 22. Grafica que representa la evaluacion del escore neurpatolégico segin cada condicién de tratamiento y
segun sexo . Acrénimos HI: Hipoxia-isquemia. HIA: Hipoxia-isquemia+alopurinol. HIH: Hipoxia-isquemia+hipotermia.

HIHA: Hipoxia-Isquemia+hipotermia+alopurinol.
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Experimento 4: Evaluacion funcional ( motora y cognitiva)

Test geotaxico negativo (evaluacion motora)

Para valorar el efecto funcional de las diferentes terapias a corto plazo se realizo el test
geotdxico negativo. Este test estd validado en roedores para el estudio de los reflejos
de neurocomportamiento temprano, siendo un buen indicador de la funcién motora

basal de estos animales.
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Esquema 4 Clasificacion grupos animales utilizados en el test geotaxico negativo. 0 animales fallecieron post-

1{

evento hipoxico y antes de la randomizacién. Abreviaturas: Alo: Alopurinol. Hipot: Hipotermia. Hipot+Alo:

Hipotermia+Alopurinol

Los resultados del test geotaxico fueron diferentes entre los grupos ( p=0.002). Todos
los grupos que habian recibido tratamiento presentaron mejores resultados que los

animales que no recibieron tratamiento (Figura 23).

Cuando los animales se analizaron segun el sexo se objetivaron las mismas diferencias,
con todos los grupos tratados presentando mejores resultados que los animales Hl,

pero no hubo diferencias de acuerdo al género.
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Figura 24, Resultados segtin sexo test geotaxico negativo. Acrénimos: C: Control D: Dafio normotermia.

A: Alopurinol H: Hipotermia HIA: Hipotermia+Alopurinol.

Laberinto de Morris adaptado: valoracion de la memoria temporo-espacial

Para valorar el efecto neuroprotector de las diferentes terapias a largo plazo, se

sometio a los animales a un laberinto acuatico de Morris modificado para animales
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pequefios. El laberinto acudtico de Morris es un test neuropsicoldgico que se aplica en

roedores. Este test evalla la memoria explicita o hipocampo dependiente.
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Esquema 5. Clasificacion grupos animales utilizados para el laberinto de Morris. 13 animales fallecieron post-
evento hipdxico y antes de la randomizacion a los tratamientos. 3 animales del grupo isquemia fallecieron una vez

instaurado el tratamiento y 1 en el grupo alopurinol.

Todos los animales que sobrevivieron empezaron el entrenamiento a los 25 dias de
vida (15 dias después del episodio HI) y se entrenaron durante 10 dias consecutivos.
Cada animal realizé el test 4 veces por dias. El test se finalizé a los 35 dias de vida y los

animales fueron sacrificados a los 36 dias de vida.

La tabla 7 presenta las caracteristicas antropométricas de los animales utilizados en

esta parte del experimento.
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Sexo M{H} 13 16 13 14 13 ns
M % Exitus ] 3 (10%) 4(14%) 4[15%) 3{11%) ns
post-H
M % Exitus ] 3(10%) 1(4%) 1] ] ns
post-tio
M total 26 29 a7 26 26 ns
lakerirto
Peso pi0 (3]} 1726 17.85 18.14 17.75 1746 ns
[14.96-19.56)  (15.35-20.55) [16.04-20.24) (14.95-20.55) [14.76-20.18)
Peso p25 (g} B25T 60 61.58 656 62.57 ns
(53.8-71.47) (50 46-69.54) (32.34-70.62) (33.56-77.64) (&1.42-75.23
Peso p35 (g) 118.68 106.33 121.02 11913 11206 ns
(100.45-136.3)  (81.61-129.8) [98.67-144.37) (104.33-130.96) [93.45-133.1
Ic 1.37 i.18 123 1.29 1.18 ns
[1.13-1.59) (0.96-1.38) [1.08-1.48) [1.11-1.43) {0.99-1.36)

Tabla 7. Caracteristicas antroprométricas animales del laberinto de Morris. Datos en mediana y rango. Abreviaturas. H:
hembras. g: (gramos) peso en gramos. post-H: post-hipoxia. post-tto: post-tratamiento. p10: 10 dias de vida. p25 : 25 dias de vida.
p35: 35 dias de vida. IC: indice de cefalizacién

Respecto al incremento de peso entre el inicio y el final se objetivaron diferencias
significativas entre el peso inicial y final (p=0.0001), pero estas no fueron diferentes
entre los grupos (p=0.536).

Aquellos animales que no recibieron tratamiento neuroprotector presentaron una
mayor mortalidad después del evento hipdxico pero sin diferencias estadisticamente

significativas.

Para realizar el analizar la evolucion del aprendizaje se utilizé una prueba ANOVA para
dos factores con medidas repetidas, (two-way ANOVA with repeated measurements)
dia y grupo. Posteriormente, se compararon las diferencias inter grupo mediante el
analisis post-hoc del resultado.

En todos los grupos, a pesar del evento HI, se objetivd un descenso del tiempo de
latencia en funcidn del tiempo transcurrido (p<0.0001), pero se detectaron diferencias

en la forma y tiempo de aprendizaje entre grupos (p<0.0001).
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En el andlisis post-hoc no se detectaron diferencias entre los grupos Control y HIH
(p=0.181) y Control y HIHA (p=0.709). Si se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en la forma de aprender de los controles comparados con los HI
(p=0.000) y controles con HIA (p=0.002).

Al comparar el aprendizaje de los animales del grupo isquemia con el resto de grupos
podemos ver que su aprendizaje fue diferente a todos los grupos, incluidos a los del
grupo HIA (p=0.007). No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la
forma de aprender entre los grupos HIH y HIHA. Los animales que no recibieron ningun
tratamiento neuroprotector (isquémico) aprendieron mas lentos y tuvieron una curva
de aprendizaje diferente al de restos de animales. Los animales que fueron tratados
con alopurinol exclusivamente aprendieron mds rapido que los del grupo Hl pero peor
que los del grupo Control y los HIH y HIHA. No se detectaron diferencias en el
aprendizaje entre los animales del grupo control y los animales que recibieron

tratamiento con HIH y HIHA.
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Figura 25 Grafica de la evolucion del aprendizaje en cada uno de los grupos. Se representa la media del tiempo de
latencia diario en segundos a lo largo de los dias de entrenamiento (1-10 d). Se realizaron 4 ensayos diarios durante

10 dias tal como se ha detallado en el apartado de material y métodos.
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Cuando se realizan test de inteligencia o de comportamiento en animales casi adultos,
siempre se debe tener en consideracién el sexo, ya que las diferencias hormonales
pueden influir sobre el aprendizaje.

Es por ello que separamos los animales por sexo y se realizé el analisis de nuevo. No se
encontraron diferencias entre la forma de aprender machos y hembras en el analisis
de ambos grupos (p=0.965).

Posteriormente se evalué la forma de aprender en cada sexo segun grupo de
tratamiento.

El grupo de las hembras presenté diferencias en el aprendizaje entre el grupo Control y
el grupo HI (p=0.000) pero no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
individuos control y los del grupo HIA (p=0.402). Tampoco se detectaron diferencias en
la forma de aprender entre el grupo Control y los grupo HIH (p=0.968) y HIA (p=1.000).
Los animales del grupo isquémico presentaron una forma de aprender diferente con
todos los demas.

En el andlisis post-hoc, no se detectaron diferencias entre los animales hembra que

habian recibido algun tratamiento neuroprotector.
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Figura 26. Grafica con la evolucién de los tiempos de aprendizaje de cada uno de los diferentes grupos segtn el
sexo femenino Se representa la media del tiempo de latencia diario en segundos a lo largo de los dias de

entrenamiento (1-10).
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Cuando se realizo el andlisis en el grupo de machos, los resultados obtenidos fueron
similares a los del analisis global sin detectarse diferencias entre el grupo control y los
grupos tratados con HIH (p=0.101) y HIHA (p=0.327). Los animales de los grupos pero
grupo HI (p=0.000) y HIA (p=0.003) aprendieron de forma diferente que los aniamles
del grupo control.

En cuanto al andlisis de los grupos que recibieron tratamiento neuroprotector el grupo
HIA no presentd diferencias al compararse con el grupo hipotermia (p=0.76) y el grupo
HIHA (p=0.26) pero si respecto el grupo Control (p=0.003).

Al analizar el grupo HIH y el grupo HIHA no se encontraron diferencias entre ambos

grupos.
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Figura 27. Grafica con la evolucion de los tiempos de aprendizaje de cada uno de los diferentes grupos segun el
sexo masculino. Se representa la media del tiempo de latencia diario en segundos a lo largo de los dias de

entrenamiento (1-10).

En resumen, al analizar los resultados por sexo los datos sugieren que el patrdon de
aprendizaje es similar en machos y hembras en funcidn del grupo al que pertenecen,
excepto en el caso las hembras dénde se observa una mejora en los resultados del

aprendizaje del grupo alopurinol siendo los resultados similares a los grupo control.
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Este efecto neuroprotector no se observa cuando los resultados se analizan en la

poblaciéon general o en el caso de los machos.
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5. DISCUSION
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5. Discusion

A/ Discusién del Método

El tratamiento de la EHI ha experimentado un enorme salto en su conocimiento y
manejo gracias a la investigacion e implementacion de la hipotermia terapéutica como
tratamiento de la misma (pavidson, 2015). A pesar de ello, existen aun grandes lagunas de
conocimiento, que requieren profundizar en su estudio. La investigacidon sobre nuevas
estrategias neuroprotectoras que puedan actuar conjuntamente con la hipotermia, es

esencial para mejorar la supervivencia sin secuelas de estos pacientes.

A continuacion detallaremos algunos de los aspectos metodolégicos que creemos son
importantes y hay que tener en cuenta cuando se plantear un trabajo sobre

neuroproteccion en EHI.

5.1 Modelo animal HIl: idoneidad y peculiaridades

Una de las principales ventajas de los trabajos con animales es la posibilidad que
ofrecen para probar nuevas terapias y poder valorar mediante histologia y marcadores
bioldgicos el efecto de las mismas. Ademas, gracias a que la mayoria de los animales
presentan un crecimiento mas rapido que el de los seres humanos, es posible evaluar
con mayor facilidad los efectos a largo plazo de las mismas. A pesar de que con estos
modelos se han realizado grandes avances y se ha contribuido a profundizar en el
conocimiento de la patogenia de muchas entidades, incluyendo la EHI (mallard, 2015),
debemos ser cautelosos en la extrapolacion de los resultados al ser humano. Existe
una gran heterogeneidad en la severidad de los diferentes modelos de dafio en el

cerebro en desarrollo (Dobbing, 1979), asi como las obvias diferencias interespecie (Gunn,
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2015) sin existir todavia un modelo animal capaz de reproducir con exactitud la

complejidad del daiio HI que presentan los recién nacidos afectos de EHI.

Se han desarrollado diferentes modelos animales de EHI, utilizando diferentes
especies, cada una de ellas aportando ventajas en alguna area de estudio como se

explicard posteriormente.

La base fundamental en todos los modelos animales creados es generar una situacion
en la que exista una hipoperfusion, asociada en la mayoria de casos a una hipoxia, a
nivel cerebral, para poder mimetizar la situacion bioldgica que ocurre en los cerebros

de los recién nacidos cuando sufren un evento HI.

Modelo porcino de EHI

En crias de cerdo el modelo mas extendido es el de LeBlanc y colaboradores (Leblanc,
1991) realizado mediante la ligadura reversible de ambas cardtidas asociada a una
hipotensién secundaria a un sangrado profuso. En estos animales, después de un
intervalo de 15 minutos de isquemia a través del clampaje de ambos vasos se induce la
hipoxia administrando una concentracién de O; entre un 0-6% durante un periodo de
15 minutos. Al finalizar este periodo, los animales son reoxigenados, las ligaduras
carotideas liberadas y se reinfunde la sangre perdida previamente. Con este modelo se
consigue una mortalidad del 30% y entre un 70 y 80% de los animales que sobreviven

presentardn algun grado de déficit neurolégico (Leblanc, 1993).

Su tamano, similar al del recién nacido humano, permite monitorizar el
electroencefalograma integrado por amplitud (EEGa) o de la monitorizacién mediante
la medicidn de la saturacion regional de oxigeno NIRS (Near-InfraRed Spectroscopy).
Con ello se ha podido estratificar, segun los patrones de monitorizacién, el grado de
dano que presentan clinicamente estos animales pudiéndose estratificar en leve,

moderado o severo (Nakamura, 2013; Nakamura, 2015).
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Las principales ventajas e inconvenientes del

siguiente tabla.

modelo porcino ser recogen en la

VENTAIJAS

INCOVENIENTES

Las crias de cerdo de 3-5 dias tienen una
maduracion cerebral similar / paralela a los recién
nacidos a término

La neuromaduracidn es mas rdpida que en
humanos, la fiabilidad de la edad postnatal es

dificil determinar

Permite monitorizacidn de la actividad cerebral

Es el modelo animal de mayor coste econémico

con el monitor de funcién cerebral aEEG

Tamafo adecuado para examinar y monitorizar
fallo multiorganico secundario a la hipoxia
isquemia

Estandarizacidon de métodos de evaluacion a largo
plazo del dafo HI tanto a nivel cognitivo como

motor

Tabla 8. Ventajas e inconvenientes del modelo animal porcino de hipoxia-isquemia.

Modelo bovino de EHI

Para la realizacion de la hipoxia isquemia hay dos modelos descritos, basandose ambos
en animales practicamente a término (119-133 dias). En el primero, las crias de oveja
son extraidas mediante cesdrea y posteriormente se produce la oclusién temporal de
las dos arterias carotideas durante 30 minutos (Tann, 1992). En el segundo se procede a la
oclusion temporal de las arterias uterinas durante 60 minutos, seguido por la hipoxia

materna adicional durante 120 minutos (Hagberg, 1987).

Una de las ventajas de los modelos en crias de cordero, es que gracias a su tamano, es
posible de colocacion de un catéter en la vena yugular previo a la instauracion del
dano hipdxico, pudiéndose medir la saturacién venosa mixta en las diferentes fases.
Para ello los animales son extraidos del Utero cateterizdndose la vena yugular y
posteriormente vuelven a ser introducidos en él (mallard, 1993; Tan, 1993). Con este modelo
se han obtenido datos muy novedosos, pero al tratarse de animales de gran tamaiio, el

estudio de las repercusiones a largo plazo es dificil de realizar.
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VENTAIJAS

INCOVENIENTES

Monitorizacion de la hemodinamica cerebral
mediante la instauracion de catéteres yugulares

Dificultad en la correlacién de la maduracion
cerebral (Roohey, 1997)

Monitorizacién de la actividad cerebral con el
monitor de funcién cerebral aEEG

Modelo técnicamente dificil, caro y laborioso y
con un tiempo de gestacién largo (4 meses)

Tamafo adecuado para examinar y monitorizar
fallo multiorganico HI

No estandarizacién de métodos de evaluacién a
largo plazo del dafio hipoxico tanto a nivel

cognitivo como motor (Castillo-Melendez, 2013)

Tabla 9. Ventajas e inconvenientes del modelo animal porcino de hipoxia-isquemia.

Modelo en roedor de EHI

El modelo mas ampliamente utilizado en la literatura es el de cria de rata (Ricce-
Vannuci). Este modelo es una evolucién del modelo de dafio cerebral publicado por
Levine en 1960 con ratas adultas (Levine, 1960). Previo a su publicacién, los modelos
animales que se utilizaban para la reproduccion de dafio neuronal utilizaban la
inyeccidn de cianida (Hichs, 1950). El principal problema de este modelo es que con el se
conseguia un dafo neuronal difuso, sin asociarse a una isquemia focal o global que
mimetizara el periodo de hipoperfusidn caracteristico de los recién nacidos afectos de

EHI.

Unos afos mas tarde, Levine validé un modelo en el que sometia a ratas adultas a una
hipoperfusién cerebral, asociada a una hipoxia, creando asi una lesidon realmente
hipdxico-isquémica. Para ello, se realizaba una ligadura de la cardtida derecha con
seccion de la misma. Este procedimiento se realizaba externamente sin visualizacién
directa ni diseccion del paquete vascular, por lo que posteriormente la mayoria de los
animales presentaba problemas en la apertura palpebral (sindrome de Horner). En la
descripcién del modelo, la aparicidn de esta lesion era considerada el reflejo de que el

procedimiento era exitoso. Después de la cirugia, los animales se acomodaban en un
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ambiente hipdxico (6-10% de O3z) con una mezcla de aire y 6xido nitroso hasta que el

animal perdia el conocimiento (mdximo 40 minutos).

Con este modelo, se conseguia una gran lesidn en el hemisferio ipsilateral a |a ligadura,
que englobaba cértex, cuerpo estriado, tdlamo y ya se demostré que la zona con
mayor lesion era la del hipocampo. En la descripcién histolopatolégica de las lesiones
producidas se evidenciaba una mayor lesiéon de la sustancia gris que de la sustancia
blanca (Rice, 1981). En trabajos mas contempordneos que han utilizado la misma
metodologia, se ha detectado que también existe lesién en la zona subcortical y en la
sustancia blanca periventricular en hasta un 92% de los animales (vannucci, 2005). La
mayoria de autores han optado por regular el tiempo de hipoxia para mejorar la
supervivencia y crear modelos con lesiones mas moderadas, para poder utilizar
modelos mas translacionales. La mortalidad dependiendo del grado de hipoxia oscila
entre el 20 y 50% observandose zonas cerebrales de infarto en el territorio de la
arteria cerebral media (Rice, 1981). Tiempos mds cortos de hipoxia se traducen en
lesiones a nivel del cortex cerebral y el hipocampo, mientras que tiempos mds largos
producen lesiones cavitarias en el hemisferio cerebral similares a los quistes

porencefalicos que se pueden detectar en el cerebro humano (Towfighi, 1991).

En 1981, Vanucci y colaboradores desarrollaron, a partir del modelo de Levine, el
primer modelo para estudiar los efectos de la Hl en crias (vannucci, 1981). El objetivo final
era crear un modelo de EHI neonatal. Para ello utilizaron animales de 7 dias de vida a
los que sometian a una ligadura unilateral de la cardtida derecha pero con una
correcta diseccion del paquete vascular evitando el clampaje de la yugular y del nervio
recurrente. Después de recuperarse de la cirugia, los animales eran sometidos a una
hipoxia (8% oxigeno, 92% oxido nitroso) mientras se mantenian en un ambiente
termoestable (temperatura constante de 37°C). El tiempo de hipoxia, al igual que en el
modelo de Levine, se ha ido modificando en funcién del grado de lesidon deseable en
cada estudio (sabir, 2012). Se ha documentado, que en estas condiciones ambientales, las

crias de rata son capaces de sobrevivir hasta 3 horas (vannucci, 2005).

Es importante destacar que en todos los modelos de lesién hipdxico-isquémica en crias

de rata es necesaria la utilizacién conjunta de isquemia e hipoxia, ya que en los
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trabajos previos, se habia descrito que la hipoxia sola no era suficientemente lesiva

para poder generar un buen modelo (Roohey, 1997).

Sabir y colaboradores en 2012, propusieron una modificacién del modelo de Ricce-
Vannucci, en el que realizaba la ligadura de la carétida derecha y posteriormente
durante 90 minutos sometia a los animales a una situacién de hipoxia con una
atmosfera al 8% de oxigeno con una temperatura constante de 36 °C. Con esta
variacion del método, consiguid un dafio moderado con una mortalidad inferior a la
descrita en otros trabajos, de un 16-20% de los animales y una lesidn de hasta el 40%
del hemisferio cerebral (Rice, 1981). Asi mismo, incrementado el tiempo de hipoxia y la
temperatura durante la misma, 120 minutos (8% de oxigeno y 37 °C), se incremento la
mortalidad a un 25-30% y el tamafio de la lesién de hasta el 60% del hemisferio
ipsilateral (vanucci, 2005). También el tiempo sin alimentacion, al disminuir los niveles de
glucosa, fue sugerido como un factor que podia incrementar el tamafio del infarto

(Hattori, 1990).

En la tabla siguiente se listan las ventajas e inconvenientes del modelo animla de EHI

en crias de rata.

VENTAIJAS

INCOVENIENTES

Se conoce con exactitud la edad equivalente de
maduracion cerebral

Imposibilidad de medicidn de variables
hemodinamicas a nivel cerebral

Facilidad de reproduccion del método y escaso
coste del material necesario

El cerebro de las crias de rata es mas resistente a
los insultos asficticos que el cerebro de los recién
nacidos humanos

Tiempo de gestacion corto (21 dias) con
obtencion de entre 5-10 crias por camada

Se conoce con exactitud como reproducir un dafio
leve, moderado o grave

Amplia literatura publicada con estudios sobre
valoracién neuroquimica, fisioldgica y posibilidad
de métodos de evaluacion a largo plazo a nivel
cognitivo y motor

Tabla 10. Ventajas e inconvenientes del modelo animal en roedor de hipoxia-isquemia.
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Al largo de los afios, el modelo animal de Rice-Vannuci ha sido ampliamente utilizado
en la literatura para estudiar las fases del dafo cerebral asi como multiples terapias
neuroprotectoras. En la siguiente tabla se listan algunos de los trabajos y se describen
las principales caracteristicas de su metodologia. Comparandolos entre ellos ya
podemos ver, a simple vista que las caracteristicas entre unos y otros difieren en

muchos puntos:
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Autor

Edad ratas

Carétida

Anestesia

Tiempo
Recuperacion

Hipoxia-isquemia

Levine, 1960 Adultas Derecha. Doble sutura Pentobarbital (EHI a las 24 horas) 02(?¢)-N2(?¢)
con ligadura ciega externa Ehter (EHI mismo dia)
Rice, 1981 7 dias Izquierda. Seda 4.0 Halotano (4%induccién, 1.5% 4-8 horas con sus | 8% 02-92%N>
Doble sutura mantenimiento) 30% 02 y ON 20 madres 210 minutos
Seccidén posterior minutos T 33 °Caire
T 37 °Cen agua
Palmer, 1993 7 dias Derecha. Seda 4.0 Halotano (4%induccién, 1.5% 3 horas con sus 8% 02-92%N2;145
mantenimiento) 30% 02y NO 5 min madres minutos
T 33-34 °C aire
Ikeda, 2002 7 dias Izquierda. Seda 4.0 Ether 1-2 horas con sus | 8% 02-92%
Doble sutura. Seccién madres 120 minutos
posterior T 33 °Caire
Vanucci, 2004 7 dias Unilateral. No especifica lado No especifica No especifica 8% 02-92%N>
180 minutos
T37°C
Dinglet, 2006 7 dias Izquierda Seda 6.0 Halotano (3.5%induccién, 1.5% 1 hora con sus 8% 02-92%N>
Doble sutura .Seccién mantenimiento) 02 y ON (1:1) madres 90 minutos
posterior
Lasarzik, 2009 56 dias Doble oclusién carétidas clip Sevoflurano T 37,5 °C 30 minutos con Oclusidén cardtidas
Intubadas 3.5% sus madres
sevoflurano+oxigeno+sufentanil e.v.
2,5 ug/kg/h
Gonzalez-Rodriguez, 10 dias Derecha Isofluorano 2% 1 hora de 8% 02-92%N2
2014 recuperacion 120 minutos
Yuan, 2014 10 dias lzquierda Isofluorano 4% 2 horas con sus 8% 02-92%N2

madres

120 minutos
T 37 °C alrededor

Tabla 11. Tabla que muestra con los diferentes métodos descritos para la realizacion del dafio hipéxico-isquémico. EHI : Encefalopatia Hipdxico-Isquémica.
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Asi mismo, tal y como se ha apuntado, es importante constatar que el dano
establecido no sélo depende de la cirugia y el dia de la misma sino también de la
duracion de la hipoxia, la altitud en la que se realiza el experimento, asi como la
temperatura a la que se encuentran los animales en el momento del establecimiento
de la lesién. En la siguiente tabla presentamos la variacién del la mortalidad y del tipo

de daiio cerebral en funcién de la duracién y el grado de hipoxia.

Estudio Tipo de dafo Duracion y grado Temperatura Mortalidad
hipoxia

Osredkar, 2014 Leve 50 minutos/8% 36C"° 10.1%
Sabir, 2012 Moderado 90 minutos/8% 36C° 16.1%
Sabir, 2014 Moderado 90 minutos/8% 36C*° 15.5%
Sabir, 2012 Severo 150 minutos/8% 37C° 28%

Lee, 2010 Severo 120 minutos/8% 36C*° 16.5%
Palmer, 1993 Severo 120 minutos/8% 36C*° 41%

Tabla 12. Tabla con los diferentes grados de dafio dependiendo del grado de hipoxia sometidos a los animales. La

intensidad del insulto es la propia definida por los autores del trabajo.

Por lo tanto, por todo lo que se ha expuesto anteriormente, el modelo animal de EHI
en crias de rata es una herramienta excelente para poder estudiar en profundidad los
mecanismo y bases bioldgicas del dafo cerebral asi como para valorar posibles
estrategias neuroprotectoras todo ello sustentado por una amplia bibliografia (Lee,

2010).

Con las crias de rata se puede hacer una evaluacién no solo histoldgica y bioquimica
sino también a nivel motor y cognitivo, cosa mucho mas dificil si se utilizan otro tipo de
modelos. La principal desventaja es la valoracion clinica en el momento agudo, ya que
al ser animales tan pequenos no es posible hacer una neuromonitorizacion como se

puede realizar en el modelo de cerdo o incluso en el de cordero.
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En nuestro trabajo la utilizacién del modelo animal en crias de rata nos ha permitido
evaluar el tratamiento neuroprotector estudiado des de diferentes puntos de vista,
des de los niveles mas basicos bioquimico e histolégico hasta la evaluacién de las
funciones motoras y de la memoria temporo-espacial. A partir de la revisién de los
datos de la literatura y con el objetivo de reproducir un modelo valido y comparable a
recién nacidos a término, con un grado moderado-severo de EHI, nuestro grupo
escogid someter a los animales a un ambiente hipdxico al 8% durante 90 minutos a
36.5 °C (sabir, 2012).

Previamente en un trabajo piloto, habiamos sometido a un subgrupo de animales a un
ambiente hipoxico al 8% durante 120 minutos a 37 °C. Con él se obtuvieron crias que
presentaban un dano “grave”, con una mortalidad del 35% y amplias lesiones quisticas,

casi completas del hemisferio cerebral afecto (Figura 28).

Figura 28. Infarto macroscépico a los 35 dias de vida en rata que fue sometida a hipoxia al 8% durante 120

minutos a 37 ° C. Se puede objetivar zona quistica que engloba practicamente todo el hemisferio dafiado.
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5.2 Modelo animal y hipotermia

La hipotermia moderada sostenida ha demostrado disminuir la lesiéon cerebral en
modelos animales de EHI de cria de rata (williams, 1997; Sabir, 2012), incluso llegando a

poder ofrecer, segun algunos autores, una proteccion total (Barone, 1997).

Siempre hablando de modelos animales, al igual que ocurre con en el grado de lesion
HI conseguida, existe también en el tratamiento con hipotermia una gran disparidad
en la metodologia utilizada en los diferentes trabajos. Hay discrepancia en la duracion
optima de la terapia, el grado de hipotermia al que se deben mantener los individuos y
en otros detalles como el momento de instauracion de la misma y el efecto de la

terapia en funcion del grado de EHI.

En lo que al tiempo de aplicacion se refiere, existen trabajos en los que la duracién del
tratamiento va des de un minimo de 3 horas (Trescher, 1997) hasta otros que lo aplican
durante 48 horas (Lee, 2010). La mayoria de autores parece llegar a un consenso
sugiriendo que la duracién éptima de la terapia en modelos que utilizan roedores, esta
en unas 5 horas (sabir, 2012).

En cuanto al grado de hipotermia también existe controversia, presentado resultados
similares los animales tratados a 30 2C (Lee, 2010) Y los que recibieron tratamiento a 33
2C (Sabir, 2012).

Por el contrario también existen trabajos que no encontraron mejoria en los animales
tratados con hipotermia. Fang y colaboradores no encontraron una mejoria, a pesar
de que el tratamiento instaurado fue de 32 2C durante 8 horas. Estos autores,
trabajaban con un modelo de dafio severo (120 minutos al 8% de Oz a 37 2C) (Fang, 2013).
Lo mismo describié el grupo de Sabir, evidenciando sdlo la eficacia de la hipotermia en
los casos en los que el insulto era moderado (90 minutos, 8% 02) pero no encontrando

mejoria en aquellos en los que el insulto era severo (150 minutos, 8% Q3) (Sabir, 2012).

En la tabla 13 presentamos una relacién de los principales trabajos que han utilizado la

hipotermia como estrategia neuroprotectora en un modelo de rata de EHI.
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Con todos estos datos, nuestro grupo decidié utilizar un modelo de HI con dafo
moderado, en el que a los animales de los grupo hipotermia o hipotermia + alopurinol
se les aplicé una el tratamiento con hipotermia a 33 2C durante 5 horas, obteniendo

resultados similares a los que otros autores habian descrito (sabir, 2012 ).
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Autor Edad ratas | Tiempo de Hipoxia- | Grado HT y Evaluacion histoldgica Resultado
isquemia duraciéon
Thoresen, 1996 7d 120 m, 8% 02 a 36.5 °C 32.52C3h Evaluacion cértex, talamo, ganglios de la base Menor afectacidn histoldgica en hipocampo en
38.52C 8h y hipocampo HT vs NT y en el resto de dreas sobretodo en el
cortex
Trescher, 1997 7 75m, 8% 02 a 36.5°C 329eC3h Evaluacién cortex cerebral posterior, nucleo Menor afectacidn histoldgica en HT vs NT
332C 3h anterior estriado y parte dorsal hipocampo
38eC 3 h
Bona, 1998 7d 70m 8% 02 a37°C 32eC6h Evaluacién de dafio hemisférico global Menor afectacion en HT (34%) vs NT (53%)
37eC 6h
Lee, 2010 7d 150 m, 8% 02 a 36 °C 309C24/48 h Evaluacién de dafio hemisférico global Mayor volumen cerebral en las ratas HT
339C 24/48 h (57.11%) vs NT (40.2%).
362C 24 h No diferencias entre los diferentes grupos HT.
Fan, 2012 7d 90m, 8% 02a37°C 32.5eC3h Evaluacién de dafio hemisférico global e Menor afectacion en hembras HT (55%) vs
379 3h hipocampo NT(75%) pero no en machos HT
Sabir, 2012 7d 90 m 8% 02 a 37 °C 32.5eC5h Evaluacién de dafio hemisférico global Menor afectacidn en HT (24.8%) vs NT (39%)
37eC 5h
Sabir, 2012 7d 150 m 8% 02 a 37 °C 32.5eC5h Evaluacién de dafio hemisférico global No diferencia de afectacion en HT (56.8%)vs NT
37eC 5h (57%)
Fang, 2013 7d 120 m, 8% 02a37°C 329eC8h Evaluacién de cdrtex parietal, putamen, No diferencias estadisticamente significativas
379C 8h hipocampo, talamo
Patel, 2015 10d 60 m 8% 02 a 36.5 °C 32°C4h Evaluacién de dafio hemisférico global Menor afectacidn en neocortex y tdlamo pero
379eC 4h no en hipocampo en los animales con dafio
moderado-grave grupo HT vs NT. No diferencias
en animales con dafio leve

Tabla 13. Tabla que muestra los principales estudios realizados en crias de rata segiin modelo Rice-Vanuci para evaluar tratamiento con hipotermia y valoracion en la histologia publicados

hasta la fecha Acrénimos tabla. HT: Hipotermia. NT:Normotemia.
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5.3 Modelo animal y edad gestacional. Diferencias en el tipo de lesidon. Importancia

de la edad gestacional en la eleccion del modelo

El dafo hipdxico isquémico afecta al cerebro de forma diferente en funcién del grado
de madurez del mismo. Esto pasa en todas las edades de la vida, pero tiene especial

importancia en aquellos cerebros que estdn en etapas de formacion.

En los recién nacidos prematuros, las lesiones cerebrales causadas por la HI afectan
principalmente a la sustancia blanca y su formacion (volpe, 2009), siendo la forma mas

grave de presentacion la leucomalacia periventricular.

La lesién HI de la sustancia blanca se produce por la vulnerabilidad de los progenitores
de los oligodendrocitos, la pérdida de las neuronas germinales y del talamo, la no
formacién de conexiones talamo-corticales y la debilidad de la matriz germinal (volpe,
2009; Kapellou, 2006). Durante un episodio Hl, se produce una sobre estimulaciéon de los
receptores NMDA vy una liberacidon masiva de radicales libres, que el SNC inmaduro no
es capaz de tamponar (Back, 2001; Huang, 2009). Todo ello contribuira a la interrupcién en el
proceso de mielinizacién, alterando la génesis de los oligodendrocitos, que son las
células encargadas de la produccidon de mielina necesaria para la transmisién de los

impulsos nerviosos (Figura 29) (Dean, 2011).

Progenitor Pre-plipodendrocite Inmadure  Madure no-mielinizade  Maduro mielinizado
P
& \‘f:r i \%;g ; _
- < %_ -»42 _, p_,
Humano 14-23 EG 23-32 EG =32 =45 EG
Roedor DE17-P2 PZ-P5 =P5 =P10

!

Momento maxima
vulnerabilidad

Figura 29. Comparacion de los diferentes momentos de desarrollo de los oligodendrocitos entre humanos y
roedores. El momento de mayor vulnerabilidad para hipoxia/isquemia es durante la etapa de desarrollo pre-
oligodendrocito. Acronimos: EG: Semanas edad gestacional. DE: Dias de embridn. P: Dias de vida (Figura modificada
de Clowry, 2015).
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En los recién nacidos a término, el patron de lesién secundario a la HI aguda suele ser
diferente. En ellos, son tipicas las lesiones focales y la afectacién primordialmente de
regiones de sustancia gris, como el talamo, el nucleo estriado y el cortex (volpe, 2012). En

casos de HI mantenida, puede existir un patrdon de dafio cortico-subcortical.

Es importante entender esta diferencia en la maduracién cerebral para poder
comprender porque existe una susceptibilidad celular y regional diferente segun el

momento en el que se produzca la lesién HI.

Algunas especies animales nacen en condiciones de “prematuridad” (workman, 2013). Un
ejemplo seria en el caso de los roedores, donde la proliferaciéon de oligodendrocitos, la
migracion, la diferenciacién y la mielinizaciéon ocurren durante entre la parte final del
embarazo y las dos primeras semanas de vida (Robinson, 2005), alcanzando su pico
aproximadamente a los 20 dias de vida, cuando los oligodendrocitos maduros con
mielina son ya detectables (Wiggins, 1986). En el caso de los seres humanos, los
oligodendrocitos aparecen en formas inmaduras durante el tercer trimestre del
embarazo y durante el periodo neonatal, no alcanzando una mielinizacién mdas madura
hasta los 2-3 afios (Back, 2001). Es necesario por lo tanto, que el modelo animal de HI
utilizado mimetice el tipo de lesidon neuronal y la edad gestacional que queremos
estudiar y tratar para poder posteriormente extrapolar los resultados de una forma

mas concreta (Jantzie, 2015; Gunn, 2015).

El cerebro de las crias de rata a los 7 dias presenta unas caracteristicas bioldgicas
similares a las del cerebro de un pretérmino de 32-34 semanas de edad gestacional: el
cortex cerebral esta completo, la matriz germinal esta involucionando y a nivel de la
sustancia blanca se ha iniciado la mielinizacidon (vannucci, 2005). En las crias de rata, los
pre-oligodendrocitos son predominantes en el cuerpo calloso y en el cortex entre el
periodo de P2 y P5, mientras que los oligodendrocitos empiezan a estar presentes a
partir de P7 (Schereyer, 1982; Clowry, 2014). Por lo tanto en el caso de querer mimetizar una
lesion neuroldgica similar a la que presentaria un prematuro moderado esta seria la

edad animal ideal (Figura 30).
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Curiosamente, la mayoria de estudios realizados con el modelo de Ricce Vannuci para
valorar algunas de las principales terapias neuroprotectoras han utilizado crias de 7
dias (P7) (Tang, 2016; Goren, 2017). Este punto, que pudiera parecer poco importante, hace
que los resultados de muchos de estos trabajos, sean dificiles de extrapolar al humano,
ya que las terapias neuroprotectoras utilizadas, especialmente la hipotermia, se han

validado basicamente para recién nacidos a término (Rao, 2017; Shankaran, 2017).

No es hasta los p10-P11 que estos cerebros evolucionan histolédgicamente y presentan
caracteristicas madurativas equivalentes a las de un recién nacido a término (vanucci,
1999). En crias de rata de p10-p11 destaca la especial vulnerabilidad en la regiéon del
hipocampo en comparacion con aquellas de p7 (Towfihi, 1997; Patel, 2015). Todas ello hace
gue estas edades mimetizen mejor las caracteristicas de un cerebro de un recién

nacido a término.
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Figura 30. Comparacion de las diferentes etapas de desarrollo cerebral de los entre humanos y roedores Se puede
observar como la lesién neuronal caracteristica de la prematuridad que en los neonatos humanos ocurre hasta las
32 semanas en crias de rata equivale en las menores de P7 y como la lesién neuronal HI de los recién nacido a
término humanos equivale en la rata a P10. Acrénimos tabla P: Dias de vida (Figura anatomia cerebros rata extraida de Tucker,
2009)
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Existe asi evidencia suficiente para justificar que los trabajos orientados a valorar
terapias neuroprotectoras para recién nacidos a término afectos de una EHI deberian

realizarse en crias de rata de p10-p11 (Patel, 2015; Huang, 2015).

A nuestro conocimiento, existe solo un estudio hasta la fecha que haya valorado el
tratamiento con hipotermia en crias de rata P10 (patel, 2015). En ese trabajo los animales
fueron sometidos a un insulto menos severo que en los animales de nuestro trabajo,
siendo sometidos a un ambiente hipdxico de 60 minutos al 8% de O, comparado con
los 90 minutos al 8% O, del nuestro. Tal como se ha comentado en el apartado de la
introduccion se podria argumentar que el insulto producido en el grupo de Patel seria
considerado leve y no moderado-grave, por los tiempos y el grado de hipoxia, pero

dado que en el estudio no se dan cifras de mortalidad post-HI es dificil de definir.

En nuestro trabajo trabajamos con crias de entre pl10-pll, por los argumentos

anteriormente discutidos.

5.4 Valoracidn de la lesidn cerebral a nivel histoldgico en los modelos de EHI

Una de las principales herramientas utilizadas para la valoracién del dafio cerebral en
los trabajos con modelos animales es la estimacién del dafo histoldgico. Esta se puede
realizar de diferentes formas, des de la valoracion del tamafio de la lesién hasta la
evaluacidn de las caracteristicas histopatoldgicas de las células. Este ha sido uno de los
puntos controvertidos y que implican dificultad a la hora de comparar las terapias

estudiadas, porque no existe un protocolo homogéneo de valoracion.
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Figura 31. Imagenes de dafio histoldgico. En los diferentes cortes histoldgicos en hematoxilina-eosina del grado de
lesidn cerebral producidas en una reproduccién del modelo de Rice-Vanucci se puede ver lesién tanto de la corteza
como de la sustancia blanca, ganglios de la base y hipocampo con un grado de lesién promedio entre el 60-65%.
Imagen seleccionada del articulo publicado por Sabir en 2012.

La mayoria de autores definen el grado de lesién en términos de mortalidad o tamafio
de infarto (% de area infartada en el hemisferio isquémico) (Lee, 2010; Sabir, 2012). A pesar
de ello, no existe un sistema universal que unifique como realizar la medicién y que
facilite la comparacién entre los diferentes trabajos (Lee, 2010; Wang, 2010; Fan, 2012; Liu, 2015).
Algunos autores han utilizado la medicién manual de ambos hemisferios realizada a la
vez por varios investigadores para evitar la variabilidad inter-observador (wang, 2010).
También se ha descrito la utilizaciéon de programas automaticos (Lee, 2010; Fan, 2012; Fang,
2012; Sabir, 2014; Liu, 2015). El método mds utilizado para cuantificar el drea dafiada es el
gue se realiza de forma automatica mediante algin programa de imagen informatico y

que sigue la formula :

(1 + (Area Ratio (hemisférico residual ipsilateral /volumen hemisférico intacto
contralateral).

Esta también fue la medicién por con la cual nosotros trabajamos. Esta formula se
aplicé o solo a nivel del area de infarto sino también cuando se evalud el tamafio del

hipocampo.

A parte de la medicion cuantitativa del tamafio del infarto se han creado diferentes

escalas (scores) para la estratificacion del dafio cerebral a nivel histoldgico. Una de las
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mas utilizadas es la validada por el grupo de Thoresen (Thoresen 1996) aplicada en varios
trabajos para evaluar la neuroproteccién (Bona, 1998; Sabir, 2012; Sabir, 2014; Liu, 2015). Su
amplia aceptacién y la baja dificultad de realizacién han hecho de ella una de las
escalas mads utilizadas en numerosos estudios sobre neuroproteccidon en EHI en crias
de rata. En esta escala se asigna una puntuacién dependiendo del grado de lesién
entre 0y 4 haciendo un sumatorio total de las areas dafiadas.

Nuestro grupo también optd por su utilizacidn, por ser una escala (score) fécil, rapiday

homogénea con otros trabajos.

5.5 Valoracidn de la lesidn cerebral a nivel molecular en los modelos de EHI

Para poder valorar el grado de lesidn y cuantificar la eficacia de las diferentes terapias
neuroprotectoras, a parte de las valoraciones histolégicas ya descritas (tamafio del
infarto y el neuropathological score de Thoresen) se han utilizado otros marcadores
bioldgicos (Teo, 2015; Jantzie, 2015), siendo uno de los mds utilizados en la literatura la
determinacién de los niveles de caspasa-3 activada (Askalan, 2015; Ni, 2016; Li, 2017).

Mientras que la necrosis ocurre en la fase aguda de la HI y se caracteriza por la pérdida
de integridad de la membrana, la inflamacién y la lisis de la neurona; la apoptosis, por
el contrario, viene precedida por la activacién de una cascada molecular que conduce
a lo que se conoce como muerte celular programada (chandra, 2000). Existen diversas
familias de proteinas implicadas en la apoptosis, entre ellas las caspasas. Las caspasas
son cisteina proteasas especificas provenientes del acido aspartico, presentan una
cisteina en su sitio activo y son capaces de producir una protedlisis de sus sustratos.
Todas las caspasas son sintetizadas como zimdgenos o pro-enzimas, pudiendo
escindirse y activarse en cascada, a otras caspasas ante un determinado “trigger”. Las

caspasas se clasifican en varios grupos:

e Iniciadoras o reguladoras (caspasas 2, 8, 9), encargadas de activar a las caspasas
efectoras. Presentan un largo prodominio capaz de interactuar con otras
proteinas mensajeras. Una misma caspasa iniciadora puede activar a diversas

caspasas efectoras.
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e Efectoras (Caspasas -3, -6 y -7). Estas actian sobre enzimas encargadas de la
reparacion del ADN y sobre proteinas estructurales como las de la lamina
nuclear o la actina degradandolas. A diferencia de las caspasas reguladoras

presentan un predominio corto.

e Existe un tercer grupo de caspasas que actlia mediando las reacciones
inflamatorias, como por ejemplo la caspasa-1, también conocida como la

interleuquina 1- (Stennicke, 2002).

La caspasa-3 es la caspasa mds abundante en el cerebro y parece jugar un papel crucial
tanto en el desarrollo normal del cerebro como en situaciones de dafio cerebral (wang,
2001). Su implicacién en la activacién de la muerte celular programada después de un
evento Hl ha sido ampliamente descrita (Chen, 1998; Li, 2010). Es por ello que se ha sido
muy utilizada como marcador del gado de apoptosis en trabajos que valoran la

efectividad de las terapias neuroprotectoras (Lafuente, 2016; Posod, 2017).

Después de un evento HI, los niveles de caspasa-3 presentan un pico de maxima
expresion hacia las 24 horas, con una disminucidon posterior a sus niveles basales antes
de las 48 horas post-evento HI (wang, 2001). El tratamiento con hipotermia, asi como el
efecto de otras terapias neuroprotectoras, han demostrado reducir la expresion de los

niveles de caspasa-3 en crias de rata (Adachi, 2001; Tang, 2017).

En nuestro trabajo utilizamos la caspasa-3 activada como marcadores de apoptosis

para realizar una valoracidn del dafio a nivel molecular a las 24h del evento.

5.6 Evaluacion funcional. Test motores y de aprendizaje y memoria

Los niflos que sobreviven a una EHI, pueden presentar en un niumero no despreciable
secuelas a largo plazo, ya sean motoras o cognitivas (alteraciones en el aprendizaje y la

memoria) (Fotopoulos, 2001; Van Handel, 2007).
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Cuando se utiliza un modelo animal, para poder valorar correctamente la eficacia de
alguna terapia sobre la funcionalidad existen diferentes test. Es importante tener en
cuenta que dependiendo del sexo los animales pueden tener una predisposicion a
obtener mejores o peores resultados en algunos test tal como resuminos en la figura

32.

El test geotaxico negativo es un test senso-motor que sirve para evaluar la capacidad
funcional a corto plazo. Consiste en la respuesta a la orientacion y al movimiento en
contra de un vector gravitacional. Para la realizacién del test se coloca a la cria de rata
en un plano inclinado de 25 grados con la cabeza orientada boca abajo. Se analiza el
tiempo necesario para que el animal rote 180°y se desplace hasta el final de Ia
superficie. Tal como se ha mostrado en nuestros resultados las habilidades motoras
son mas vulnerables en el sexo masculino (wadell, 2016) mostrando los machos unos

peores resultados en el test geotdxico negativo (Huang, 2015).

En nuestro trabajo, utilizamos un test motor para poder hacer una evaluacion de la

eficacia del tratamiento a ese nivel, como ya otros autores habian realizado (wagner,

2002) .

Una de las regiones mas dafadas después de un evento Hl en los pacientes a término
afectos de EHI es el hipocampo (tuor, 2001). Existen multiples trabajos que han
demostrado la asociacidén de la lesidn del hipocampo con alteraciones en la memoria

temporo-espacial (Isaacs, 2000; Allen, 2006).

En neurociencias, el laberinto acuatico disefiado en 1984 por Richard G.Morris es un
test de comportamiento ampliamente utilizado para testar la memoria temporo-
espacial (camprubi, 2017; Griva, 2017; Kim, 2017). Actualmente existen multiples variantes de
este test, adaptadas al tamafio del animal en cuestidon, pero todas ellas son
basicamente utilizadas para explorar el papel del hipocampo en la formacién de lo
conocido como memoria espacial. La memoria espacial es la parte de la memoria
responsable de reconocer la informacién sobre el entorno y sobre la organizacion
espacial. Esta participara activamente en la consolidacién del aprendizaje y constituye
una parte fundamental de lo que se conoce como memoria explicita. La memoria

explicita se considera uno de los procesos mentales superiores. Generalmente esta
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procesada a partir de informacidn sensorial inicial (vision y/o propiocepcién). En los

mamiferos, este proceso tiene lugar en el hipocampo, particularmente en el drea CA1.

Hay diversos trabajo que han utilizado el laberinto acuatico de Morris para evaluar la
eficacia de diferentes estrategias neuroprotectoras en modelos animales de EHI
(Wagner, 2002; de Paula, 2009) encontrado una correlacion entre el dafio cerebral histolégico

y los resultados obtenidos en las pruebas.

Neurodesarrollo Motor
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Figura 32. llustracion esquematica que muestras los diferentes vias de comportamiento y sus diferencias segun el

sexo.

5.7 Extraccion de LCR en crias de rata y analisis de valores de PS1008

En la misma linea de lo descrito, y con la idea de hacer mas translacional el eje de
nuestra investigacion, existen algunos biomarcadores utilizados en la practica clinica

gue se pueden determinar en modelos animales.
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En las unidades de cuidados intensivos neonatales, el analisis de biomarcadores de
LCR como la proteina S100R (PS100R) o la enlasa neuronal especifica (NSE) en
pacientes con EHI se ha convertido en una herramienta indispensable para una
correcta valoracién de su gravedad (Benet, 2010; Mir, 2014; Zaigham, 2017). Este biomarcador
no sélo ha sido utilizado para poder ayudar a establecer un prondstico a pie de cama
en casos de EHI sino también en otras patologias que implican alguin tipo de insulto
cerebral post-natal (Sun, 2012). Un ejemplo de ello son los trabajos realizados en
neonatos afectos de cardiopatias congénita, estos pacientes pueden requerir de la
realizacion de una intervencién quirdrgica cardiaca durante la cual el cerebro puede

sufrir una disminucién de la perfusion y hipoxia (Yuan, 2014; Varrica, 2015).

A pesar de su amplia utilizacién en la practica clinica, existe poca evidencia sobre su
utilizacién como marcador en LCR de dafo HI en crias de rata. Por el contrario existen
diferentes trabajos en ratas adultas, donde si que se ha reportado la determinacion de
PS100R8 en LCR o en sangre como una buena herramienta para valorar el dafio neural

(Vicente, 2007; Maciel, 2014; Liu, 2015).

La proteina S100R pertenece a una familia multigénica de proteinas de bajo peso

molecular (9-13 kDa) ligantes de calcio (wilder, 1998) (Figura 33).

Figura 33. Estructura molecular de la PS100R. Imagen obtenida de Atlas of genetics and cytogenetics in oncology

and hematology. http://atlasgeneticsoncology.org

Se encuentra en abundancia en las células gliales del SNC siendo secretada de una

forma activa por la astroglia. A nivel intracelular, la PS100R participa en la transmisién
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de sefiales gracias a la inhibicion de la fosforilacién proteica, la regulacion de la
actividad enzimatica y de la homeostasis del calcio. También es una parte importante

de la morfologia celular al interactuar con elementos del citoesqueleto (Huttunen, 2000).

En concentraciones nanomolares la PS1008 tiene un papel neuroprotector y
neurotrofico pero en concentraciones micromolares causa la muerte de los astrocitos
al estimular la expresion de citoquinas proinflamatorias induciendo la apoptosois

(Rothermundt, 2003) (Figura 34).

-ﬁ-

Figura 34. Funciones de la PS100R dentro de la célula.

En las unidades de criticos de adultos y pediatricos los niveles de PS100£, tanto en LCR
como en sangre, se empezaron a utilizar en la pasada década como un parametro de
activacion de la glia o de muerte neuronal en diversas situaciones donde se habia
podido producir un dafo cerebral, encontrdndose una correlaciéon entre los que
presentaban una mayor elevacidon con una mayor afectacion y dafo neuronal (Berger,

2002; Petzold, 2003; Beharier, 2012).

Con esta premisa se evalud en recién nacidos afectos de EHI para valorar el grado de

lesion cerebral que presentaban (Florio, 2010; Douglas-Escobar, 2012) demostrandose su uso
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potencial tanto a nivel de LCR (Lv, 2015) como también a nivel de serum y orina (Gazollo,

2003; Liu, 2010).

Paralelamente a su implementacién en el estudio de las lesiones neuronales en
pacientes criticos, se empezaron analizar los niveles de PS100R en diferentes modelos
de dafio neuronal tanto en roedores (cao, 2008) cOmo en otras especies animales (Fugi,
2004). En 1996, Huang y colaboradores, describieron los valores de normalidad de

PS100R en LCR de ratas adultas (Huang, 1996).

A partir de aqui se han realizado multiples trabajos utilizandola como marcador de
shock traumatico (pelinka, 2003), dafio neuronal secundario a shock cardiaco (cai, 2011) 0
sepsis (Rosengarten, 2009), todos ellos en rata adulta, existiendo sélo un estudio dénde se
han analizado niveles de PS100R en crias de rata (vicente, 2007). El principal motivo de la
escasa cantidad de estudios es la dificultad técnica para la obtencion de LCR con las

herramientas descritas hasta el momento.

En rata adulta existen diferentes métodos para la obtencién de LCR. La colocacién de
una canula o catéter dentro del cerebro del animal ha sido el método mas utilizado y
descrito en la literatura (Boumman, 1979; LoPachin, 1981).También se ha obtenido con éxito
muestras de LCR mediante la exposiciéon de la membrana atlanto-occipital o de la
duramadre (Liy, 2012) 0 incluso mediante una técnica mas sofisticada con ayuda de la
ecografia para guiar con éxito la puncién (L, 2013). Todos estos métodos han sido
utilizados en diferentes trabajos pero no existe informacién en trabajos con roedores

mas pequefios o en crias de rata.
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Silicone Bead

Figura 35. Imagen que muestra la complejidad de un aparato estereotaxico para la obtencion de LCR
directamente de la cisterna magna de una rata adulta. Imagen obtenida del trabajo del grupo de Yunnus (Mahat,

2012).

Con el objetivo de obtener LCR en crias de rata, nuestro grupo validé una nueva

técnica de extraccion de LCR en crias de rata (Rodriguez-Fanjul, 2015).

Nuestra técnica se basa en la obtenciéon de LCR mediante la puncién de la cisterna
magna, en crias de ratas muy pequefias (menos de 20 gramos, p7-p12), el tipo de
animal utilizado en la mayoria de trabajos para el estudios de la EHI (Tang, 2016; Lone, 2017).
Mediante esta técnica se ha conseguido obtener una cantidad suficiente de LCR para
determinar los niveles de PS100R y otros pardmetros bioquimicos. La puncién directa
de la cisterna magna mediante una aguja de 24 G no requiere la construccién de
ninguna canula especial o catéter ni tampoco requiere de amplios conocimiento de
cirugia estereotaxica. También tiene un bajo coste y es facilmente reproducible sin
requerir de un largo entrenamiento (consiglio, 2000). Asi mismo, se trata de un
procedimiento rapido (3 minutos por muestra) comparado con otros métodos

descritos (cao, 2008).

Para su analisis, es imprescindible que las muestras de LCR se encuentren libres de
restos sanguineos. Con nuestro modelo, la visualizacién directa de la salida de LCR

permite descartar aquellas muestras que estén contaminadas con sangre.

Una vez se ha conseguido el entrenamiento suficiente y se ha completado la curva de

aprendizaje, la tasa de contaminacidon de la muestras es baja (menos de un 10%)
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siendo menor que la descrita en otros estudios de la literatura, a pesar de ser animales

mas grandes (Lai, 1983; Lebedev, 2004).

Esta nueva técnica con la que se obtiene un volumen de LCR no depreciable en crias,
abre un gran campo de opciones para evaluar diferentes proteinas y biomarcadores en
LCR en crias de rata o roedores de pequefio tamafio, no sdlo en experimentos que

impliquen HI, sino también en modelos de otras patologias.

Tal y como hemos comentado, por su similitud en tamafo, creemos que puede ser un

modelo facilmente aplicabilidad en ratones.

Los valores obtenidos de PS100R en las crias de rata analizados en este estudio son

similares aquellos descritos en ratas adultas (Huang, 1996) (Figura 36).
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Figura 36. Grafica con valores de PS100R en ratas adultas y en crias. A) La grafica de ratas adultas se encuentra
extraida del trabajo de trabajo de Huang (Huang, 1996). B) mientras que la de las crias esta extraida del trabajo
publicado por nuestro grupo (Rodriguez-Fanjul, 2015). Como se puede ver se obtuvieron unos valores similares a
los obtenidos en nuestro trabajo , con una media de 8.5 ng/ml.

La curva de normalidad en los animales de P7 a P12 no presentaron variaciones muy
importantes, ni entre edades ni entre sexos. En cambio cuando estos valores se

compararon con las muestras obtenidas de los animales sometidos a dafio HI, en todos
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los casos los valores fueron mas altos que en los controles (9.8 vs 45.2 ng/ml). Estos
valores son similares a los reportados por otros trabajos donde se determina la PS100R

en LCR en animales adultos con lesién del SNC (Margis, 2004).

5.8 Hipotermia moderada en EHI

En recién nacidos afectos de EHI el tratamiento con hipotermia moderada durante las
primeras 6 horas después el evento HI durante 72 horas mejora el prondstico de estos
pacientes (Jacobs, 2013). A pesar de los buenos resultados obtenidos, el NNT (nimero
necesario de pacientes a tratar) para mejorar un caso de muerte o discapacidad es de

8 (Gluckman, 2005; Shankaran, 2017).

Uno de los puntos principales para la efectividad es que esta se inicie dentro de la
ventana terapéutica (Gunn, 2006). Gracias a los estudios en modelos animales, por
ejemplo en crias de cordero, se evidencié que la hipotermia debia iniciarse durante el
periodo de fase latente (entre 90 minutos y 3 horas después del evento isquémico)
cuando la actividad cerebral se recupera casi hasta niveles normales (Gunn, 1997). En
contraste, si el tratamiento empezaba una vez acontecida la fase latente (6 horas mas
tarde que la fase isquémica) sdlo se objetivaba una mejoria parcial en la recuperacion
neuronal, sin evidenciarse proteccidn en la supervivencia de los oligodendrocitos (Gunn,
1998; Gunn, 1999; Roelfsema, 2004). Estos resultados fueron confirmados por un trabajo
posterior en el que se demostraba que los pacientes presentaban mejores resultados a
nivel motor si la hipotermia se iniciaba de forma precoz (entre las 3 y las 6 horas)
(Thoresen, 2013) pero curiosamente sélo un 12% de los neonatos que recibieron
tratamiento con hipotermia esta se inicio dentro de las primeras 4 horas post-evento
HI (Edwards 2010). La demora en la instauracidon del tratamiento puede ser causada por la

dificultad en el diagndstico de la EHI, como describen algunos trabajos (Douglas, 2015).

Los estudios preclinicos en animales mostraron controversias en cuanto la duracién del
tratamiento con hipotermia y la profundidad del mismo (Coulborne, 1994; Clar, 2008; Clark,

2008) sugiriendo que existe una compleja relacion entre la gravedad del insulto, el

Doctorando: Javier Rodriguez Fanjul



momento de instauracién de la hipotermia y la duracién de la misma contribuyendo

todos ellos a la efectividad del tratamiento.

Pero cuando estos resultados se extrapolaron a seres humanos y se hizo un estudio
randomizado para prolongar el tratamiento (mas alla de las 72 horas) y disminuyendo
la temperatura (por debajo de 32 °C) se tuvo que suspender el estudio por la

tendencia a una mayor mortalidad durante el periodo neonatal (Shankaran, 2008).

5.9 Alopurinol en EHI

El cerebro es el érgano del cuerpo humano con mayor consumo metabdlico. Es capaz
de mantener un fragil equilibrio de la homeostasis redox, dado que tienen una baja
capacidad enzimdtica antioxidante y un gran contenido de lipidos de membrana
oxidables (Goldberg, 2000). El cerebro del recién nacido es particularmente susceptible al
dafio HI, dado que presenta abundantes acidos grados insaturados, un alto consumo
de oxigeno, menor concentracion de enzimas antioxidantes, una alta concentracién de
hierro libre y una menor mielinizacidon (Ferriero, 2004). Durante la reperfusiéon y
reoxigenacion, el sistema antioxidante del neonato se encuentra saturado llevando a
una segunda fase de dafio neuronal tal como se ha explicado anteriormente que
produce un peroxidacion lipidica, una desnaturacidn de las proteinas, inactivacién de
los enzimas, dafo del DNA, liberacién de calcio intracelular y afectacién de la

estructura del citoesqueleto (Hilario, 2006) .

El alopurinol es un inhibidor de la xantina oxidasa, de la generacién de NO a partir de

nitritos y a su vez es quelante de hierro libre y neutralizador de radicales hidroxilo

(Rusell, 1995).

A principios de los afios 90, aparecieron los primeros estudios en animales que
demostraron su eficacia neuroprotectora, disminuyendo el tamafio de las lesiones
cerebrales en los animales sometidos a un evento HI (Helfman, 1989; Palmer, 1993). En el

trabajo de Helfman y colaboradores, se evidencié que los niveles en sangre de
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alopurinol y de su metabolito activo el oxipurinol alcanzaban su nivel maximo entre 30
minutos y 1 hora después de su inyeccidn. En el estudio de Palmer se administré el
alopurinol a una dosis de 135 mg/kg 15 minutos después del evento HI,
evidenciandose que disminuia el contenido de agua en el hemisferio ipsilateral al dafio
HI y reduciendo la atrofia e incluso aminorando el daino cerebral a largo plazo en las
crias de rata inmaduras (Palmer, 1993). Estos resultados se vieron posteriormente
confirmados en otros modelos animales de HI (Marro, 1994; Marro, 2006). En todos los casos
se demostré el efecto neuroprotector del alopurinol post-evento HI.

Basandonos en la fisiopatologia del dafio cerebral secundario a la liberacién de
radicales libres, via en la que se pretende actuar con la administracién de este farmaco
antioxidante, parece logico pensar que el momento Optimo para administrar el
tratamiento seria justo en el momento en que se produce el evento (HI). Este puede
ser inmediatamente después de un evento HI (post-parto inmediato) o incluso existen
algunos trabajos donde se ha administrado alopurinol a gestantes de riesgo con
alteracion del registro cardiotocografico (Kaandorp, 2015).

Considerando estos trabajos, nuestros animales recibieron el tratamiento con

alopurinol 5 minutos después del evento HI.

5.10 Discusidn de los resultados

Este estudio ha valorado el efecto de la terapia dual (hipotermia+alopurinol) después
de un evento Hl moderado en crias de rata P10. Encontramos signos de reduccion de la
apoptosis, una mejoria global en el score neuropatolégico y en el resultado funcional
en todos los grupos que recibieron tratamiento (HIA, HIH y HIHA). También se
demostré que existen diferencias en la respuesta al tratamiento en funcién del sexo
del animal, siendo las hembras las que presentan una mejoria mas evidente con el
tratamiento con alopurinol, ya sea solo o en administracion conjunta con la

hipotermia.
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Hipotermia mas alopurinol como neuroprotectores

El tratamiento con hipotermia moderada actia en multiples vias después de un evento
HI, disminuyendo el consumo metabdlico, la liberacion de radicales de oxigeno,
regulando la expresidn inflamatoria y la activacién de la cascada apoptética (brury, 2014).
A pesar de la implementacién del tratamiento con hipotermia moderada en las
unidades de criticos neonatales para los neonatos afectos de EHI (Jacobs, 2013), la
hipotermia no confiere un efecto neuroprotector completo (Simbruner, 2010), haciendo
necesario la investigacién con terapias adicionales para mejorar los resultados
neurolégicos. Algunos de estos farmacos han sido probados en modelos animales para
potenciar el efecto de la hipotermia moderada incluyen el xenon (sabir, 2014), la
eritropoyetina (Fan, 2013; Fang, 2013), la N-Acetilcisteina (Nie, 2016) y el cannabidol (Lafuente,
2016; Arruza, 2017). Histéricamente, una de las primeras estrategias investigadas para el
tratamiento de la EHI fue el alopurinol, una molécula antioxidante capaz de actuar

como un agente neuroprotector (zhang, 2015).

Como hemos visto, el estrés oxidativo es una de las vias que participan en el dafio Hl
(smit, 2015). El cerebro neonatal maneja mal el estrés oxidativo, con una actividad
antioxidante inferior a la disponen los adultos (Aspberg, 1992; Sheldon, 2004). Una de las vias
mas importantes de dafo oxidante es la produccion de radicales libres por la xantina
oxidasa (XO) (periman, 2007). La XO es un enzima que juega un papel clave en el sistema
energético del fésforo (L, 2016). En condiciones fisioldgicas, coexiste con la xantina
deshidrogenasa (XDH). Diversos investigadores coinciden que la actividad de la XDH
consiste en la oxidacién sulfidrica o una limitacion de la protedlisis a un enzima oxidasa
que produce superodxido y perdxido de hidrégeno. Aun asi, es conocido que ambos el
XO y el XDH pueden oxidar el NAD, con la formacidn concomitante de especies
reactivas de oxigeno (zhang, 1998; Sanders, 1999). En condiciones basales, la XO y XDH
participan en diversas reacciones bioquimicas incluyendo la hidroxilacién de diversas
purinas, pterinas, etc... Uno de los principales papeles de la XO es la conversidn de la
hipoxantina en xantina y la xantina en acido Urico. El alopurinol es un inhibidor de la

xantina oxidasa. Actla interrumpiendo la conversion de hipoxantina a xantina y de
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xantina a acido Urico, limitando la produccion de radicales libres de oxigeno (palmer, 1993;
Chaudhari, 2012). Ademas, el alopurinol actia como un quelante del hierro libre no unido a
proteinas y tamponador director de los radicales libres hidroxilos (Peeters-scholte, 2003).
Todas estas propiedades sugieren que podria ser util como un agente neuroprotector.
Palmer y sus compaferos demostraron su eficacia en crias de rata P7 después de un
evento hipdxico (palmer, 1993). Cuando posteriormente fue utilizado en humanos, su
beneficio a corto plazo no pudo verse confirmado (Benders, 2006). Aparentemente, no se
objetivo ninguna ventaja del tratamiento neonatal cuando el intervalo de inicio del
tratamiento era demasiado largo. A pesar de ello, unos afios mas tarde, cuando el
beneficio a largo plazo fue evaluado (4-8 aios) en los neonatos tratados con alopurinol
(Benders, 2006), aquellos que habian presentado una EHI moderada presentaban una

disminucion de la muerte y de la discapacidad severa (Kaandorp, 2012).

Como ha sido sefialado en diversos estudios, el principal inconveniente del
tratamiento con hipotermia moderada o de otros tratamiento neuroprotectores es el
poco tiempo del que se dispone durante la ventana terapéutica. Este punto es aun mas
importante cuando el objetivo es reducir el estrés oxidativo producido por la liberacién
post HI de radicales libres. El punto éptimo para iniciar el tratamiento antioxidante en
estos casos de HI perinatal seria al nacimiento o justo inmediatamente después del
nacimiento. Con el objetivo de poder potenciar este efecto neuroprotector, algunos
autores han sugerido que la administracidn prenatal, durante el parto, podria ampliar
estos efectos. Torrance y sus colaboradores publicaron que el tratamiento con
alopurinol en gestantes con trabajo de parto y sospecha de HI fetal, disminuia los
niveles de PS100B en plasma en los fetos tratados (Torrance, 2009). Algunos afios mas
tarde, un estudio randomizado sugiridé que la administracidn perinatal de alopurinol en

las gestantes con sospecha de HI fetal conferia un efecto neuroprotector en las nifas.

Los buenos resultados que aparecen después de la administracién precoz (periparto),
sugieren que el momento de administraciéon del alopurinol es verdaderamente muy
importante. Nuestros animales recibieron el tratamiento con alopurinol, muy
precozmente, a menos de 15 minutos después del insulto HI. El objetivo de ello era

evitar la produccién de radicales libres, en el momento inicial. Esta misma situacién,
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seria similar a la descrita en los trabajos con embarazadas, cuando se administra

durante el parto (kaandorp, 2015).

Valoracion histoldgica

Nuestro trabajo revela que la combinacién de hipotermia+alopurinol después de un
evento HI moderado en ratas P10 disminuye el infarto y mejora el volumen cerebral
residual a las 72 horas, a pesar de que en machos no mejora el efecto neuroprotector
del que produce la hipotermia sola. El volumen de infarto a las 72 horas se encontraba
disminuido un 33.60% en el grupo que no recibié tratamiento comparado con el
13.41% en el grupo HIA, 5.1% en HIH y 3.8% en HIHA. Estos resultados concuerdan con
los de las primeras publicaciones sobre el tratamiento con hipotermia moderada en
los que el drea infartada se encontraba reducida en un 50% comparada con los grupo
control (vager, 1993). En esas publicaciones, no se detectaron diferencias en funcién del

sexo.

En la misma linea, en nuestro estudio, el volumen del hipocampo se encuentra mejor
preservado en las hembras de los grupos tratamiento (HIA, HIH y HIHA) que en las del
grupo HI. Es interesante remarcar que la administracion del alopurinol parece conferir
un mejor efecto neuroprotector en hembras, no sélo en aquellas que recibieron
tratamiento combinado (HIHA), si no también en aquellas hembras que recibieron

tratamiento exclusivo con alopurinol comparados con HI.

Caspasa

Después de un evento HI, se han descrito tres vias diferentes de muerte celular: la
necrosis, la apoptosis y la muerte celular autofagica (Fatemi, 2009; Northington, 2011). Las mas

conocidas son la necrosis y la apoptosis, a pesar de que la muerte celular mediada por
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autofagia se ha convertido en un campo de interés reciente (Descloux, 2015; Roux, 2015). La
apoptosis ha sido bien descrita como una via de muerte celular programada mediada

por diferentes vias intracelulares de sefializacién.

Entre las multiples vias de muerte programada celular, la caspasa-3 se ha descrito
como una de las principales moléculas “ejecutoras”. Por lo que ha sido una de las
moléculas mds utilizadas como marcador de apoptosis en diversos trabajos (Adachi, 2001;
Xiong, 2013; Kwak, 2015). La hipotermia moderada ha demostrado disminuir los niveles de
expresion de caspasa-3 en crias de rata (Nie, 2016). En nuestros animales, los niveles de
caspasa-3 se encontraban elevados en los animales HI 24-horas después del evento Hl,
tal y como otros autores habian descrito previamente (Lai, 2011). En el global de animales
y en los machos no se detectaron diferencias en los niveles de caspasa-3 entre los
animales Hl y los HIA. En nuestro trabajo las hembras tratadas con alopurinol

presentaron una disminucion de la actividad de la caspasa-3 (HIHA, HIA).

Esta descrito que los agentes oxidantes facilitan la activacion de la via de las caspasas
que activa la apoptosis (zhao, 2015). Nuestros resultados sugieren que la administracién
aislada de alopurinol o la combinacion de éste con hipotermia pueden disminuir la
activacion de la via de las caspasas en los animales de sexo femenino. Esto disminuiria
a su vez la activacién de la via apoptdtica, resultando en una reduccién del grado de
lesion cerebral. Estos hallazgos concuerdan con resultados publicados recientemente
gue sugieren que la via de muerte celular programada en las hembras depende
principalmente de la via caspasa (Netto, 2017). Estos resultados van en la misma linea a
los publicados por Nie y colaboradores en un trabajo sobre la neuroprotecciéon con N-
Acetilcisteina (otra molécula antioxidante) que sugieren que las terapias antioxidantes

tienen menor efecto neuroprotector en los machos (Fang, 2013).
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Tests de aprendizaje

En cuanto a los resultados funcionales, observamos la misma tendencia que a nivel
histolégico y molecular. Los animales tratados (HIA, HIH, HIHA) presentaron mejores
resultados en el laberinto acuatico de Morris. Cuando estos resultados fueron
analizados teniendo en cuenta el género, la hembras tratadas con alopurinol (aislado o
en combinacién con hipotermia) obtuvieron mejores resultados que los machos. La

recuperacién funcional fue practicamente completa en las hembras tratadas.

Existen varios trabajos que han demostrado que los animales que sufren un evento Hl
obtienen peores resultados en el laberinto acuatico de Morris tal y como sucede con
nuestros animales (smith, 2014). Moser y colaboradores evidenciaron la existencia de una
correlacién entre el grado de lesion del hipocampo vy los resultados obtenidos en los

test de aprendizaje (Moser, 1993).

En nuestros animales, cuando se evalud de forma global el tamafio del hipocampo, al
igual que Palmer en uno de sus primeros trabajos, no encontramos diferencias (palmer,
1993). Pero cuando se analizé separado por sexo, evidenciamos que las hembras
tratadas con alopurinol (HIA) presentaban una mejor preservacién del hipocampo,
situacion que podria correlacionarse también con la mejor evolucién del aprendizaje.

En los trabajos de Palmer no se analizd si existian diferencias en funciéon del sexo.

Nuestros resultados en los test de aprendizaje mimetizan los descritos por el grupo de
Kaandorp (kaandorp, 2012). Estos autores, a pesar que en el momento agudo no
detectaron diferencias en los recién nacidos que habian sido tratados con alopurinol,
cuando analizaron los resultados a largo plazo de estos nifio ( 4-8 afios), evidenciaron
que las nifias del subgrupo de pacientes con EHI moderada presentaban mejores
resultados en dos test cognitivos (Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence

y el Wechsler Intelligence Scale for Children).

En nuestro estudio objetivamos una alta eficacia del tratamiento neuroprotector con

hipotermia moderada sobre la preservacion de la memoria temporo- espacial en crias
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de rata p10 tal y al igual que otros trabajos publicados previamente en crias p7 (Wagner,

2002; Sabir, 2012).

Diferencias de género y terapias neuroprotectoras

Existe una evidencia creciente que los mecanismos de muerte celular programada
difieren en funcién del sexo del individuo (Demarest, 2016; Diaz, 2017). Las influencias
hormonales y la diferente activacion de las cascadas pre-apoptética en funcidn del
sexo, son algunos de los factores que se estan estudiando para explicar estas
diferencias.

Algunos trabajos sugieren que los niveles de testosterona en los nifios durante los
primeros afios y después de un evento HI, pueden incrementar la liberacién de
aminodcidos exitatorios incrementado la lesién previamente establecida.

También existe la hipotesis que sugiere que la activacién de las cascadas apoptéticas
difiere entre machos y hembras, con un desbalance entre la activacién caspasa-

dependiente y caspasa-independiente (Weis, 2014; Nie, 2016; Rodriguez-Fanjul, 2017)

La actividad de los enzimas mitocondriales no es igual entre sexos (Dukhande, 2009; Brekke,
2015). Las hembras presentan una mayor actividad en el transporte de las cadenas de
electrones que los machos (weis, 2012) y un incremento en la actividad del enzima
antioxidante glutation (Demarest, 2016). La inhibicién de la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial favorece la salida de electrones y la formacién de especies
reactivas, especialmente el anién superéxido que activara la liberaciéon de radicales
libres (Adam-vizi, 2005). Mientras que en las hembras esta segunda fase de la muerte
celular programada depende principalmente de la activacién de las caspasas, en los
machos predomina la via caspasa independiente mediada por el AIF (Apoptotic
induction factor) (Hagber, 2004; Askalan, 2015). Esta diferencia explicaria porque
determinadas terapias neuroprotectoras que pueden modular la activacién de la via de
las caspasas, como puede ser el alopurinol, confieren mejores grados de
neuroproteccién en el sexo femenino y no en el masculino. La liberacion del AlF, via

preferente en los machos en la cascada apoptdtica, genera una activacidon de la
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fragmentacion del DNA vy de la condensacion nuclear llevando a la muerte celular
(Chaitanya, 2010).

Tal como se ha comentado en los apartados anteriores en los Ultimos afios existe una
mayor evidencia del diferente efecto Hl entre cada uno de los sexos asi como de las
terapias neuroprotectoras. En nuestro estudio se confirma que existe una variabilidad
en la respuesta al tratamiento en funcién del sexo. Ello se demuestra en los resultados

de aprendizaje, en la extensidn del dafio cerebral y los marcadores biolédgicos.

En la mayoria de estudios sobre tratamientos neuroprotectores no se han reportado
diferencias en el grado de neuroproteccion en funcién del género (Yawno, 2017; Filipi, 2017).
Pero si que existen algunos trabajos que sugieren la presencia de diferentes respuestas
en funcidn de él (Nie, 2016; Garg, 2017).

En los estudios con pacientes, algunos autores ya apuntaba la existencia de diferencias
entre sexos, como el trabajo de Kandoorp donde se objetivé que el tratamiento
materno en el momento del parto disminuia los niveles de PS100B y neuroquetales en
los recién nacidos de sexo femenino (Kandoorp, 2015) . Otros trabajos en pacientes con
encefalopatia moderada tratados con alopurinol postnatal reportaban su efecto

beneficioso en el seguimiento de las nifias.

lgual que en el caso del alopurinol la mayoria de trabajos que evallan terapias
neuroprotectoras no han reportado si habia diferencias a nivel histoldgico entre sexos
(Thoresen, 1996; Zhu, 2014; Patel, 2015). Los pocos que lo han hecho, encontraron un

incremento de la neuroproteccidon en hembras (Bona,1998).

5.11 ¢ Cudl es el faturo en el tratamiento de la EHI ?

El tratamiento con hipotermia moderada sostenida continda siendo hoy en dia a el
Unico tratamiento efectivo aprobado para la EHI moderada o severa en los recién
nacidos a término. Estudios recientes que han probado disminuir la edad gestacional
de los pacientes candidatos al tratamiento (34-35 EG) (Rao, 2017) 0 prolongar la duracién
y la profundidad del tratamiento (Shankaran, 2014) no han demostrado disminuir la

mortalidad.
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Es por ello que la busqueda de nuevos tratamientos que actuen sinérgicamennte con
la hipotermia moderada es uno de los principales objetivos de la neonatologia
moderna.

Existen multiples lineas de investigacion des de células madre a farmacos como la
eritropoyetina, los cannabinoies, el topiramato y el alopurinol (Figura, 37).

La mayoria de ellos han demostrado tener cualidades muy interesantes para su

utilizacidn en los pacientes con EHI.

Horas Dias Semanas

Figura 37. Momentos de accion de las diferentes terapias neuroprotectoras.. Acronimos: MgS04: Sulfato de

Magnesio. EPO: Eritropoyetina.

Analizando todos ellos, seguramente el futuro en el tratamiento de la encefalopatia
hipoxico-isquémica, serd una mezcla de ellos, siempre asociados a la hipotermia. Cada
paciente segun sus caracteristicas, sexo, edad gestacional, etc... se beneficiard de un

tipo de farmaco o de otro (Figura 38).
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Efecto segun género

Figura 38. Momentos de liberacion de citoquinas durante un eveto Hl y accién del alopurinol. Acrénimos: XO:
Xantin Oxidasa. ON: éxido nitrico.

Es por ello que continuar en esta linea de investigacién, indagando en profundidad
cuales son las caracteristicas de los sujetos que se benefician de cada terapia

especificamente, serd el futuro.
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6.CONCLUSIONES
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6. Conclusiones

En la primera parte del trabajo validamos una nueva técnica para la obtencién de LCR
en crias de rata. La técnica propuesta es eficaz y util para la obtencién de LCR en crias

de rata. Esta conclusion se sustenta en las siguientes observaciones:

1. La puncién directa de la cisterna magna en crias de rata de entre 7 y 12 dias es una
técnica valida, reproducible, econdmica y mas rdpida que las técnicas estereotdxicas

descritas hasta la fecha, para la extraccién de LCR en estos animales.

2. Los niveles de proteina S100R en liquido cefalorraquideo en los animales de entre 7
y 12 dias no presentan variaciones significativas entre ellos. Siendo los valores de
normalidad la proteina S1001 en LCR en crias de rata similares a los descritos en ratas

adultas sin lesidn neurolégica.

3. Las crias de rata sometidas a un evento hipdxico-isquémico presentan valores de

proteina S1008 mucho mas altos que las crias sanas.

En segunda parte del trabajo, se demuestra que la terapia combinada (hipotermia +
alopurinol) confiere una buena neuroprotecciéon cuando se administra en un modelo
animal de EHI siendo esta ligada del sexo. Nuestros resultados sugieren que las
terapias que actuan inhibiendo la vias de muerte celular dependientes de la via
caspasa, presentan mejores resultados en hembras, en especial aquellas que son
terapias antioxidantes como el alopurinol._Esta conclusion se sustenta en las siguientes

observaciones:

1. El aumento en los niveles de caspasa-3 que tiene lugar a las 24 horas del evento Hl

cerebral no es tan marcado en los animales tratados con hipotermia o hipotermia +
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alopurinol. La hembras tratadas con alopurinol también presentan niveles mas bajos

de caspasa.

2. El tamafio del infarto cerebral medido a las 72 horas post-evento Hl es inferior en los
animales tratados con hipotermia o hipotermia+alopurinol presentando una reduccién
del volumen del infarto total y del hipocampo. Las hembras tratadas con alopurinol

presentaban asi mismo una reduccién en el tamafo del infarto.

3.El score neuropatoldgico a las 72 horas del evento HI es menor en los animales
tratados con hipotermia o hipotermia+alopurinol. Las hembras que recibieron

tratamiento con alopurinol presentaron un menor score.

4. Los animales sometidos a un evento hipdxico-isquémico presentan una alteracién en
el aprendizaje a corto y largo plazo. Los animales tratados con hipotermia o hipotermia
+ alopurinol presentaron una mejoria en los test funcionales a corto (test geotaxis
negativo) como a largo plazo (laberinto acudtico de Morris). Las hembras tratadas con
alopurinol también presentaron una mejoria en los resultados funcionales con

diferencias significativas respecto a los animales que no recibieron tratamiento.
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8.1 Protocolo aprobacion CEEA UB

C.EEA
r (Comité Etic d* Experimentacié Animal)
dmmgmEl  UNIVERSITAT DE BARCELONA (o
Centres Cientifics i Tecnologics
Edifici Florensa, C/Adolf Florensa n°8, 1* planta, despatx F14
08028 Barcelona
Telf. 934 034 786
ceeal@ceit.ub.edu

COMITE ETIC D’EXPERIMENTACIO ANIMAL (CEEA)
Formulari d’acceptacié de procediments

DADES PROCEDIMENT
Neuroproteccié mitjancant terapia combinada ( Hipotérmia + Alopurinol
Titol: ) en un model animal de dany cerebral hipoxic-isquémic, en cries de
rata wistar

Investigador Responsable:  Marta Camprubi Camprubi

Un cop examinada la documentacié presentada, en compliment del
Decret 214/97 de la Generalitat de Catalunya, el CEEA de la UB ha resolt
ACCEPTAR el procediment sol-licitat.

Signat pels membres del CEEA que han pres |'acord

Barcelona, 10 de marg¢ del 2016

NOTA: El CEEA delega en ella responsable en benestar animal de la Unitat
d'Experimentacio Animal on s'allotjaran els animals, el seguiment de la realitzacié del
procediment d’acord amb el que esta establert a la memoria aprovada per aquest comite.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Neuroprotective strategics to prevent or decrease brain injury in hypoxic ischemic newborns are one of the main research lines in
neonatology. Animal models have been used to assess the efficiency of new therapeutic strategies. Brain damage biomarkers in cerebrospinal fiuid (CSF) are
frequently used to evaluate the outcome at the bedside. Diespite the importance of this approach in clinical practice, there are many difficultics in using it
in small animals. The aim of this paper was to describe a new technique for collecting CSF in rat pups. Furthermore the reference values of 5100 protein
levels, commonly used in commeon clinical practice, were analyzed in animals between 7 to 12 days.

METHODS: 42 Wistar rat pups aged 7 to 12 days were used. CSF was obtained by direct puncture of the cisterna magna with a 24-gange needle. S100B
protein levels were determined with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

RESULTS: CSF was successfully obtained in 96% of the cases, with an average amount of 21.28 pl (540 pl). Normal values for 5100p were described.

HI animals presented higher 51000 valucs than controls.

CONCLUSIONS: A simple, reproducible technique for CSF collection in rat pups has been described. This new method will allow study of brain injury

biomarkers in newborn hypoxic ischemic animal models.
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Introduction

Cerebrospinal fluid (CSF), produced mainly by the choroid
plexuses and the ependymal layer of the ventricular system,
offers an indirect window on the biological reactions in the
central nervous system (CNS). Its analysis has been used for
years to detect CNS pathology.! Cellularity and molecular
characteristics of the fluid, as well as some biomarkers, have
been investigated to identify variations in the CNS in response
to aggression and neuroprotective therapies.’

Rats are among the most commonly employed species in
neuroscience laboratories. However, technical difficulties in
CSF extraction and the low volumes obtained have limited
the use of this biological fluid in experimental studies. Despite
this, different methods for obtaining CSF in adult rats have
been described, such as the insertion of a catheter into the
cisterna magna,” cisterna magna direct puncture,* and lumbar
puncture on anesthetized animals.® Cisterna magna puncture
is the most frequently reported technique, and it has been
reported that one can obtain 190 pL of the fluid in adult rats.®
All these methods have been proven in adult rats but they
require training and precision. Their most important handicap
is blood contamination of the CSF. This problem is common
in most of them, which alters the fluid’s biomarker values.”

Although many animal models have been used to evalu-
ate neuroprotective strategies for newborn brain damage,
there are only few studies that explain how to collect CSF
in immature rats,®'" because obtaining sufficient quantity of
CSF in these animals to determine biochemical parameters is
extremely complex.

The protein S100p (S100BP) is a great biomarker
of brain damage and its levels are increased in blood and
CSF in patients with acute CNS injury.! It is a calcium-
binding protein produced by astrocytes'? and has multi-
ple functions from cytoskeleton and neuron to astrocyte
cycle regulation.'”” S100BP concentration, particularly in
serum and CSF, is used as a neuronal and astrocyte dam-
age marker'®!> as well as for the measurement of the effec-
tiveness of neuroprotection strategies.!* Although S100pP
determination in blood and CSF is commonly used in
clinical practice including newborn patients with hypoxic-
ischemic encephalopathy (HIE),'” to our knowledge there
is only one study that has analyzed this biomarker in the
CSF of rats pups.!’

The aim of our study was to describe and validate a new
technique to obtain CSF in rat pups (p7—pl2) in order to
extract enough amount of fluid to enable the determination of
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biomarkers. Moreover, in order to prove its usefulness, we also
validate normal S1I00BP values in rats pups.

Material and Methods

Animals. Wistar pups aged between 7 and 12 days were
used. After birth, the animals were kept with their mothers
in cages with 12-hour light/dark cycles at a constant tem-
perature of 22 + 1°C with free access to food and water. The
animals were divided into seven groups according to their age,
and another group with brain damage (p7-p12 and HIE, see
‘Table 1).

The experimental procedures were approved by the local
ethical committee of the University of Barcelona, following
European (2010/63/UE) and Spanish (RD 53/2013) regulations
for the care and use of laboratory animals.

CSF collection technique. Animals were placed on a
sterile surface and anesthetized with inhaled isoflurane 4%.
Once the pup was anesthetized (Fig. 1A), its neck was flexed
by placing the head at an angle of 90° allowing visualization
of a diamond-shaped surface between the occipital bone and
the start of the cervical column (Fig. 1B, C). A 24-G needle
was perpendicularly inserted (between 0.5 and 1 mm) with
the beveled edge facing upward (Fig. 1). Two investigators
performed this procedure, one maintaining the animal in the
cortect position, and the other inserting the needle.

CSF was collected with an automatic pipette (Fig. 1D).
Following extraction, the animals were sacrificed. The CSF was
transferred to an Eppendorf tube, and kept frozen at —80°C.

Brain damage animal model. Another group of animals
underwent an HIE model using the Rice—Vannucci method.'®

For this procedure, pups were anesthetized with isoflu-
rane (4% induction, 2% maintenance). After this, the rat pups
were subjected to left common carotid artery ligation with
doubled silk sutures (4.0).

Following the above procedure, rat pups were allowed to
recover with the dams for 15 minutes and then were exposed
to a hypoxic environment (8% O, 92% N,) for 90 minutes.
During this period, all of them were maintained at 36.5°C.
In this group of animals, CSF samples were collected 6 hours
after the end of hypoxia.

S100p protein determination. Enzyme-linked immu-
nosotbent assay kit for 5100 calcium binding protein 5100
from USCN Life Science Inc. was used to determine the levels
of 5100 protein at a dilution of 1/20.

Results

Sample volume. Forty-two pups (54% females) were
used. They were divided into seven groups depending on their
age [from 7 to 12 days (p7—p12) and one damage group named
HIE]. The mean weight of the animals was 20.22 g (14.35—
24.65 g) and the brain weight was 0.81 g (0.58-1.07). The dura-
tion of anesthesia was 120.39 s (£19.82). CSF was obtained
successfully in 96% of the cases, with an average amount of
21.28 pL (5-40 uL). The aspiration rate was difficult to assess,

Table 1. Data summary of the animals used for the experiment and the results.

=)
=
2
=
m
=

10 10 10 14 14 10

Animals number (n)
Animal weight (g)

19.7 (15.85-23)
120 (105-133)

22,92 (21.4-23.5)
116 (90-118)

19.8 (17.4-21.2)

111 (102-125)

18.23 (14.83-22.9)

17 (97-124)

17.7 (13.3-20.16)

127 (107-137)
0.75 (0.68-0.82)

15.1 (11.57-18)
137 (128-150)

15.07 (13.21-18.3)
116 (90-150)

Anaesthesiatime (s)
Brain weight (g)

0.83 (0.80-0.85)
25 (15-40)

100

1.04 (0.98-1.07)
10 (5-40)

100

0.94 (0.9-1.04)

20 (5-40)

100

0.8 (0.72-0.89)
25 (0—40)
a0

0.69 (0.5-079)
20 (5-40)
100

0.64 (0.58-0.74)
15 (0-25)

80

30 (15-40)

100

CSF amount (pl)
% Successes

16.6 16.6

% Contaminated samples
S100B protein values

10 (7.5-15) 10.2 (4.5-16.3) B.5 (5-10) 6(4-8.5) 45 (40-50)

17 (6.3-19)

B.1(69-8)

Mote: Data expressad in median and rangs.
Abbreviations: p, Days of live; HIE, Hypoxic-ischemic encaphalapathy; g, grams; s, seconds.
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Figure 1. Cerebral spine fluid collection technique. (A, B) After being anesthetized (isofluorane 4%), a rat pup is held by one investigator with the head
positioned at 90° angle. The arrow points to the puncture place. The 24 G needle with the bevel up is inserted perpendicularly (B). (C, D) CSF output flows

out spont ly and is

ted with a pipette in 20-pL aliquots and later kept in Eppendorf tubes at —-80°C.

but it was less than 20 seconds. The largest amount of CSF
was obtained from those animals with higher weights (P =
0.042). The CSF amount did not correlate with the animals’
age or brain weight (P > 0.05). The blood contamination rate
in the samples was 4.7%. In Table 1, there is a description of
the sample characteristics depending on the group.

S100BP values in CSF. Blood-contaminated samples
were excluded from the analysis. S100BP values in normal
animals ranged between 5 and 25 ng/mL. There were no dif-
ferences in the time of anesthesia, so this does not seem to
influence the S100BP values.

HIE brain damage was carried out in some animals of
10 days of life, using the Rice—Vannucci model'® to obtain a
damage control group.

The S100BP values in CSF of HIE animals were sig-
nificantly higher than those of the control group (9.8 vs
45.2 ng/mL, P < 0.01).

The S100BP values in the first days of life are presented
in the graphics (Fig. 2).

Discussion

Clinical use of CSF biomarkers such as S100B and neuron-
specific enolase (NSE)" in neurocritical patients has become a
standard of management. These biological variables have been
validated as great tools to assess the prognosis at the bedside
of this group of patients."” Although they have been used in

many animal species including adult rats, there have been few
studies by including these markers in the CSF of small pups
because it was technically very laborious.

The S100B protein belongs to a multigenic family of low
molecular weight (9-13 kDa) calcium-binding $100 proteins.?
Itis abundant in the glial cells of the CNS and is actively secreted
from astroglia. Intracellularly, S100BP is involved in signal

s100B protein
- {
40
o 303
E
u é
£ 204
==
8 T 3 & L & 2
N N
& & P @ & %

Figure 2. S100BP nomal values in CSF and in HI animals. Normal levels
of S100p from 7 to 12 days of life in control rat pups. HI levels in 10-day-
old damaged animals.
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transduction via the inhibition of protein phosphorylation and
regulation of enzyme activity, and by affecting calcium homeo-
stasis as well as cell morphology by interaction with elements
of the cytoskeleton.?! At nanomolar concentrations, it exerts a
neuroprotective and neurothophic influence, but at micromolar
concentrations it leads to astrocytic death.?? In clinical practice,
S100BP concentrations, particularly in CSF and blood serum,
have been used as a parameter of glial activation or death in
several situations of brain injury.?® In the past decade, a number
of studies have demonstrated the potential use of S100BP in
detecting brain damage in asphyxiated newborns.24

There have been several papers reporting S100pP levels
in CSF in different rodent models of brain damage.”® Most
of these have been in adult rats, including models of trauma
shock?® and sepsis,?” but to our knowledge there are no pub-
lished studies with S100BP levels and HIE in a rat model.
Only Huang and colleges had described normal S100BP val-
ues in adult rats.5

In the present study, we have described a new procedure
to obtain CSF samples from small rats using direct cisterna
magna puncture. Several methods have been employed for the
collection of CSF from adult rats.**?? The most recently pub-
lished methods involved the exposure of the atlantooccipital
membrane or the duramater® and a very sophisticated tech-
nique using ultrasound-guided puncture.® All of these have
been validated and used in many adult animal studies. But
none of them has been described as a good technique to obtain
CSF from small rodents or rat pups.

Qur new procedure has been designed to be used in very
small animals (less than 20 g) (7-12 days), which are the ones
used in models of newborn brain damage.'® With this tech-
nique, enough CSF could be obtained and damage biomarkers
could be determined. This willimprove the evaluation approach
of new strategies for neuroprotection, offering a new perspec-
tive, similar to that offered in normal clinical evaluation.

Other techniques described in adult rats involve implant-
ing a permanent catheter’? or else require complex surgical
techniques® that are not viable in small animals. The new
technique does not involve the construction of any special
cannula or catheter, and does not require extensive knowledge
of stereotactic surgery. It is an inexpensive and easily repro-
ducible procedure even without much training.” Moreover, the
new procedure is quicker (taking <<1 min/sample) than other
described methods.”

Aside from all these important points, the most use-
ful advantage of this new technique is the amount of CSF
obtained. Ten to 40 pL per sample should be enough to per-
form biclogical determinations as we have proven in our study.

In addition, direct visualization of the output allows the
exclusion of blood-contaminated samples. This is essential to
avoid blood cell interference, although the contamination rate
of the samples is low (<10%).343

Normal values of S100BP obtained in our study are simi-
lar to those described in other studies with adult rats. There is

only one study using rat pups with a small number of animals,
so it is difficult to draw conclusions.”

In control animals, no differences in S100pP values from
P7 to P12 were observed. When S100BP was evaluated in
HI animals, the values were significantly higher than in con-
trols. The S100BP values were about 4 times higher in animals
with HIE than in healthy animals. No control animal had
S100BP values =25 ng/mL. Moreover, when we compared the
values between p10 controls and HIE p10 animals, we could
see that there were statistically significant differences (10.5 vs
45.2 ng/mL, P < 0.01). All these results are similar to those
described in humans.®

Although the procedure is really good to obtain CSF in
small rats, its main limitation is that the animals have to be
sacrificed after the procedure; therefore, this method is not
useful for multiple CSF collections at different time points.

Conclusions

In summary, a simple and reliable procedure collecting CSF
from the cisterna magna has been described in rat pups. Com-
pared to the existing protocols, this procedure provides not
only the advantage of being performed in small animals but
also accurately obtaining uncontaminated CSF, which may
facilitate the determination of biological markers in the CSF
such as S100BP. A part from that, the normal values of this
neural damage biomarker in small pups have been provided.
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Abstract

Background

Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is one of the most important causes of neonatal
brain injury. Therapeutic hypothermia (TH) is the standard treatment for term newboms
after perinatal hypoxic ischemic injury (HI). Despite this, TH does not provide complete neu-
roprotection. Allopurinol seems to be a good neuroprotector in several animal studies, but it
has never been tested in combination with hypothermia.

Clinical findings show that male infants with (HI) fare more poorly than matched females
in cognitive outcomes. However, there are few studies about neuroprotection taking gender
into account in the results.

The aim of the present study was to evaluate the potential additive neuroprotective effect
of allopurinol when administrated in association with TH in a rodent model of moderate HI.
Gender differences in neuroprotection were also evaluated.

Methods

P10 male and female rat pups were subjected to HI (Vannucd model) and randomized into
five groups: sham intervention (Control), no treatment (HI), hypothemia (HIH), allopurinol
(HIA), and dual therapy (hypothemia and allopurinol) (HIHA). To evaluate a treatment's
neurcprotective efficiency, 24 hours after the Hl event caspase3 activation was measured.
Damaged area and hippocampal volume were also measured 72 hours after the Hl event.
Negative geotasxis test was performed to evaluate early neurobehavioral reflexes. Leaming
and spatial memory were assessed via Morris Water Maze (MWM) test at 25 days of life.

Results

Damaged area and hippocampal volume were different among treatment groups (p = 0.001).
The largest tissue lesion was observed in the HI group, followed by HIA. There were no
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groups.
Cleaved caspase 3 expression was increased in both HI and HIA. Despite this, infemales
deaved caspase-3 was only differently increased in the Hl group.
All treated animals present an improvement in short-term (Negative geotaxis) and long-
term (WMT) functional tests. Despite this, treated females present better long-term out-
come. In short-term outcome no sex differences were observed.

Conclusions

Qur results suggest that dual therapy confers great neuroprotection after an Hl event. There
were functional, histological, and molecular improvements in all treated groups. These dif-
ferences were more important in females than in males. No statistically significant differ-
ences were found between HIHA and HIH; both of them present a great improvement. Our
results support the idea of different regulation mechanisms and pathways of cell death,
depending on gender.

Introduction

Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is one of the most important causes of neonatal
brain injury. It is associated with high mortality and long-term neurological sequelae [1]. Its
global incidence is around 1-3 per 1000 term births in developed countries [2] with a mortality
rate between 10-15% in those infants with moderate to severe disease. Among the survivors, at
least 36% will present severe neurodevelopmental disabilities and a larger proportion (30%)
will present significant problems including global developmental delay, cognitive problems,
deafness, and epilepsy [3,4].

Therapeutic hypothermia (TH) has been the only proven treatment for term newborns
after perinatal HIE injury [4]. The mechanisms underlying hypothermia neuroprotection are
multifactorial. Suppression of excitotoxicity [5], decreasing oxidative stress [6], and inflamma-
tion [7] modulation of intracellular signaling and programmed cell death [2] seem to be some
of the most important. Although several randomized controlled trials have shown that TH
reduces mortality and improves neurodevelopmental outcome among survivors [9,10,11], this
therapy does not provide complete neuroprotection [12]. Therefore, new therapeutic
approaches to reduce brain injury are necessary. After an HI event, there is a considerable
increase in free radical production, lending support to the idea that oxidative stress plays a key
role in the pathology of secondary brain injury [13]. Taking all the foregoing into account, it
seems reasonable to try to reduce this secondary damage using antioxidant therapies [14,15] in
combination with hypothermia [16].

Some of the most important sources of oxygen free radicals are xanthine oxidase products.

Allopurinol is a xanthine oxidase inhibitor, one of the main prooxidant pathways after HI
that inhibits the conversion of hypoxanthine into xanthine and uric acid, thereby limiting the
toxic overproduction of ROS. It prevents adenosine degradation and oxygen radical forma-
tion, and preserves NMDA receptor integrity, so as a consequence it may reduce brain injury
in HIE through several mechanisms of action which are independent of the proven beneficial
effect of hypothermic treatment in cellular energy metabolism. In high concentrations, it is

PLOS ONE | https:/doi.om/10.1371 fjournal.pone.0 184643  September 20, 2017 2/16
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also a direct scavenger of the toxic hydroxyl free radical and a chelator of non-protein-bound
iron [17].

The first reports of the neuroprotective effects of allopurinol in animal models were pub-
lished in the early 1990s [18,19]. Initial histology and molecular data showed promising results
[20,21], and when allopurinol was tested in humans some beneficial effects were demonstrated
on free radical formation, cerebral perfusion, and electrical brain activity, without toxic side
effects [22,23]. Despite this, Benders and colleagues, who only included severely asphyxiated
infants, concluded that no beneficial effects were detected in the short-term clinical evaluation
regardless of its higher safety profile [24,25,26,27]. However, when the long-term neurological
outcome of these patients was evaluated, those with moderate HIE treated with allopurinol
presented better cognition results, suggesting that neonatal allopurinol treatment may improve
long-term results in moderate HIE newborns [25].

Along the same line, a randomized controlled trial focusing on prenatal administration of
the drug (NCT001189007) demonstrated that maternal treatment with allopurinol during fetal
hypoxia did not significantly lower neuronal damage markers in cord blood. Nonetheless, the
post hoc analysis revealed a potential beneficial effect in girls [28].

There is increasing evidence of sex differences in HI outcomes, with males exhibiting more
severe neurological deficits relative to matched females [29]. In vitro, it has been demonstrated
that mechanisms of cell death and brain lesion have different sex injury pathways [30, 31].
Taking all this into account, it is reasonable to make examine sex-specific treatment effects.

The aim of the present study was to evaluate the effects of combining hypothermia and allo-
purinol in an animal model of HI brain injury. Sex differences in neuroprotection were also
evaluated.

Material and methods
Procedures

This study was carried out in strict accordance with the recommendations in the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health. The protocol was
approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of the University of Barcelona
(Permit Number: 6575), following European (2010/63/UE) and Spanish (RD 53/2013) regula-
tions for the care and use of laboratory animals. All surgery was performed under inhaled iso-
fluorane, and all efforts were made to minimize the animals’ suffering and the number of them
used to carry out the experiments.

Animals and ethics statement

Postnatal day 10 (P10) Wistar rats (HARLAM, Netherlands) were used in this study. After
birth, animals were kept with their mothers in cages with 12-hour light/dark cycles at a con-
stant temperature of 22 + 1" C with free access to food and water. All surgical and experimental
procedures were in accordance with the international recommendations of the Guide for the
Care and Use of Laboratory animals. Experimental procedures were approved by the local eth-
ical committee of the University of Barcelona (Permit Number: 6575), following European
(2010/63/UE) and Spanish (RD 53/2013) regulations for the care and use of laboratory ani-
mals. All surgery was performed under inhaled isofluorane, and all efforts were made to mini-
mize the animals” suffering and the number of them used.

Animals were euthanized prior to the end of the experiments by the administration of intra-
peritoneal thiopental after being anesthetized with inhaled isofluorane (2%).

Hypoxia-ischemia animal model. P10 pups were randomized into 5 experimental
groups. Neonatal Hypoxia Ischemia (HI) was induced using the Rice-Vannucci model. Briefly,
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unilateral ligation of the left common carotid artery was performed and afterwards animals
were exposed to 90 minutes of hypoxia (8% oxygen atmosphere), as previously described [26].

Atthe end of the HI, pups were treated with systemic hypothermia (32.5-33°C) or normo-
thermia (36-36.5°C) in temperature -controlled chambers for 5 hours. Temperature was conti-
nuosly measured in one pup in each chamber with a rectal temperature probe (IT-21;
Physitemp Instruments).

Sham-operated animals were anesthethized and a skin incision was performed to expose
the left common carotid artery but without artery ligation or hypoxia.

All treatment groups received a single intraperitoneal injection of allopurinol (Zylosprim
sodium, Burroughs Wellcome, Research Triangle Park, NC) at 135 mg/kg (volume: 0.01 ml/g)
or saline, 15 min after hypoxda, depending on the randomiztion, before beginning hypothermia
or normothermia protocol. Allopurinol doses were the same as that used by Palmer etal [19].

Animal randomization and experimental design. Five experimental groups were estab-
lished for global evaluation.

Animals were randomized in: Sham-freated (control), HI+normothermia (HI), HI+
allopurinol (HI1A), HI+hypothermia (HIH), and HI+hypothermia+ allopurinol (HIHA).

A diagram of the experimental design including the number of animals used for each con-
dition and analysis is presented in Fig 1.

Histological evaluation: Measurement of infarct and hippocampal
volume

Pups were deeply anesthetized with isofluorane and perfused transcardically with 4% parafor-
maldehyde 72 hours after the HI injury. Brains were carefully removed and maintained for 12
hours in the same solution at 4°C, and then cryoprotected in 30% Sucrose/PBS at 4°C for 24-
48h, and stored at -80°C. Forty pum coronal sections were made and stained with hematoxylin-
eosin. The midline of each brain section was identified on the image and the brain divided by
hemispheres (left vs right). Two sections from each block representing cortex, hippocampus,
basal ganglia, and thalamus were scanned at 1200 dpi resolution. Image] (Image], National
Institutes of Health, USA; www. NIH.gov) was used to measure the area of viable tissue in the
left and right hemispheres. The ratio of the measured brain area was calculated for the two sec-
tions per brain and the average percentage of area loss was calculated (1-(Area Ratio (right vs
left)) [16]

Hippocampal volume was analysed comparing the affected hippocampal side with the con-
tralateral hip pocampus.

Neuropathological score.  Thorensen neuropathological score was used for the cerebral
cortex and hippocampus. The evaluation was performed at the same time as the histologial
evaluation. In the cerebral cortex, scoring was performed as follows: 0: no histological damage;
I: < 10% affected area; small, patchy or incomplete infarcts; 2: 20-30% affected area; partly
confluent infarcts; 3: 40-60% affected area, with large confluent infarcts; 4 > 75% affected
area; total disaggregation of the tissue.

Findings were: in the hippocampus I: <20% affected area, necrotic neurons only in the
most lateral areas; 2: 50% affected area, patchy areas in all sectors; 3: 75% affected area, with
more extensive areas of necrotic neurons; 4: 100% affected, complete infarction of hippocam-
pus including gyrus dentatus [27].

Western blot

Pups were sacrificed by decapitation 24 hours after the HI injury and their brains were rapidly
removed and weighed. Protein extracts from the right hippocampus were separated by
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Fig 1. Study diagram. P10: 10 days of life, LCA: Left common carotid, ST: Sham-treated; HI: Hypoxic-ischemic, HIA: Hypoxic-ischemic allopurinol, HIH:
Hypoxic-ischemic hypothemnia, HIHA: Hypoxic-ischemic hypothermia allopurinol, HE: Histological evaluation, MWMT: Water maze test.
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SDS-PAGE and electro-transferred into a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked
with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline and incubated first with primary antibodies
against cleaved caspase-3 ((Asp175) (5A1E) Rabbit #Cell signaling, 1/500) or GAPDH
(D16H11) XP Rabbit #Cell signaling, 1/20000) overnight at 4°C, and then with their corre-
sponding HRP-conjugated secondary antibody (PROMEGA anti-Rabbit 1/5000). Protein sig-
nal was detected using the ECL chemiluminescent system (Amersham, Buckinghamshire,
UK).

Negative geotaxis

On P15, 5 days after the HI insult, the animals underwent the ‘negative geotaxis’ test, which
examines the time taken to rotate 180° from a head-down to a head-up position when placed
head down on a 45° slope [32]. This is an innate postural response that appears in the second

week of life in normal pups.
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Functional evaluation: Water maze test

Spatial memory evaluation was carried out in a version of Morris’s water maze pool (MWM)
[23] modified for small animals (63 cm 1, 43 cm wide, and 35 cm high), with the water temper-
ature set at 22-23"C and water made opaque by latex suspension (Fig 1). The escape latency
(EL), defined as the time taken to reach the platform, was measured during each trial as an
indicator of learning. At P25, all pups from each experimental group were trained four times
per day, for 10 consecutive days.

Statistical analysis

Each litter was randomized to include pups of each sex and treatment group. For histological
analysis, western blot and negative geotaxis test, a minimum of 1= 4 per sex to observe a 50%
difference by Wilcoxon signed rank test (80% power, a = 0.05) was required. This figure was
based on previous studies with antioxidant treatments [34]. For WMT, at least 6 animals per
sex and per condition were necessary, as reported in other studies.

The anthropometric results were expressed as mean and range. Infarct and hippocampal
volume were expressed as mean + SEM. Statistical differences were analyzed using one-way
ANOVA followed by Turkey multiple comparison procedure. For western blot, the values
were expressed as a ratio of GAPDH and then converted to percentage of control group (pre-
sented as bar diagrams) and represented as mean + SEM. Due to problems with ascertainment
of normal distribution in small sample sizes, data were also analyzed with non-parametric tests
(Kruskal-Wallis test) which yielded identical results and statistical significance. Negative geo-
taxis test was analysed using a Kruskall-wallis test. The escape latency of rats in the MWM
training was analysed using two-way ANOVA (time, group) with repeated measures, corrected
with Bonferroni adjustments. A criterion of p <0.05 was considered significant. All analyses
were performed using Stata 13.

Results
Survival rates, weights, and cephalization index

A total of 260 animals were used during the whole experiment. Twenty-two animals (9.7%)
died after the procedure, before being randomized. After the treatment, there were 4 casualties
in the HI and 2 in the HIA. None of the animals treated with HIH or HIHA died. There was a
significant difference in weight evolution between treated animals and those in the HI group,
which were smaller (P = 0.004).

Histopathological analysis

Histological evaluation was performed 72 hours after the HI event, in coronal sections stained
with hematoxylin-eosin. The mean area loss in the untreated group was 33.60% (£3.30). The
mean area losses in the different treatment groups were: HIA 13.41% (+3.37); HIH, 5.1%
(£1.04); HIHA, 3.8% (+0.99), Mean area loss in the control group was 0.37% (£0.5). Infarct
area was reduced in treated animals (HIA HIH, HIHA) with respect to the HI untreated group
(p=<0.0001) (Eig 2A). No statistically significant differences were found between HIH and
HIHA (Fig 24).

‘When whole infarct area was analysed by sex, there were no statistically significant differ-
ences between males and females (p = 0.321). But when it was analyzed by sex and condition,
HIA females exhibited a smaller infarct volume than HI females (p = 0.037). Moreover, there
were no differences in infarct volume among females from the HIA, HIH, and HIHA groups
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Fig 2. Histological evaluation. A: Graphical representation of the percentage of brain area lost in the affected hemisphere with
regpect tothe contralateral hemisphere by experimental group (global), and by group and gender (Male, Female) B: Graphical
representation of the hippocampal volume in the affected hemisphere by expermental group (global), and by group and gender
(male, female) ST: Sham-treated; HI: Hypoxic-ischemic, HIA: Hypoxic-ischemic allopurinol, HIH: Hypoxic-ischemic hypothermia,
HIHA: Hyp oxic-ischemic hypothemia allopurinol. Volume areas are expressed in arbitrary units. * Significant differences p<0.05.
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(p=0.151; p= 1; p =1) (Eig 2A). In males, infarct area was reduced in HIH and HIHA, but no
stadistically significant differences were found between HIA and HI (Fig 2A).

There were also differences in hippocampal volume between treatment groups (p<0.0001).
HI animals without treatment presented a smaller hippocampus when compared to the others
while there were no differences between the HIH, HIHA, and control groups (p = 1) (Fig 2B).

When sex was considered, there were no differences in the hippocampal volume between
HIA, HIH, and HIHA in females (p = 0.398; p = 1; p= 1). Meanwhile in males, the hippocam-
pal volume of those animals treated with allo purinol was similar to the HI ones, and different
from the others (p = 0.003) (Fig 2B).

Neuropathological score

Neuropathological score was different in the groups (p= 0.001). In the post-hoc analysis, con-
trol (p =0.001), HIH (p = 0.001), and HIHA (p = 0.001) were different from HI and HIA.
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Histological structure was better preserved in control and hypothermia-treated animals (HIH
and HIHA) than in HI and HIA, in which histological damage was more evident, with large
infarcts and affected areas.

‘When gender was taken into account, there were also differences in males between groups
(p = 0.0004); control (p = 0.001), HIH (p = 0.0004), and HIHA (p = 0.0006) were different
from HI and HIA. In females, there were also differences among all the groups (p = 0.003), but
control (p = 0.02) HIH (p = 0.036), HIHA (p = 0.036), and HIA (p = 0.029) were different
from HI (Eig 3).

No differences were detected between HIH and HIHA groups (p = 0.8039).

Cleaved caspase-3 activation

To determine whether the observed sex- and treatment-dependent reduction in the infarcted
area was due to early protection against apoptosis, the level of cleaved caspase-3, an indicator
of apoptosis, was evaluated with western blot (Fig 4). At 24h post-HI, males showed increased
levels of cleaved caspase-3 in the Hland HIA groups compared to controls (p = 0.0032). Mean-
while cleaved caspase-3 levels remained at control levels in the other treatment groups (HIH
and HIHA). In contrast, in females, cleaved caspase-3 was only differently increased in the HI
group (p =0.0117) while it remained at control levels in the HIA, HIH, and HIHA groups,
which showed reduced cleaved caspase-3 levels when compared to the HI group (HIHA
p=0.0249, HIA p = 0.046, HIH p = 0.025). No differences were detected between the HIH and
HIHA groups (p = 0.4982).
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Negative geotaxis test evaluation

Negative geotaxis test was different between groups (p = 0.002). All treatment groups pre-
sented better results than non-treated animals. When gender was taken into account these dif-
ferences were also the same. (See supporting information)

Water maze test evaluation

The Morris water maze test was used to evaluate the effects of the different treatments on
learning and spatial memory. For each animal, escape latency (EL) was recorded 4 times a day
for ten consecutive days, and the results were analyzed with two-way ANOVA. A graphical
representation of learning performance by group and sex is shown in Fig 5. All groups
acquired the task and improved their performance over time (p< 0.0001), but with significant
differences in the learning process, with the HI group being the worst.

Post hoc analysis revealed no differences in learning process among the control, HIH
(p = 0.181), and HIHA (p = 0.709) groups, which were better than HI (p= 0.001) and HIA
(p = 0.002).

Gender was also analysed as a possible confounding learning factor, but no differences were
found in learning process between males and females (p = 0.965).

Learning progression was then analysed by gender and condition. In males, global learning
was different between treatment groups (p = 0.001), but there were no differences between
control, HIH (p = 0.18), and HIHA (p = 0.502). Meanwhile for HIA and HI the learning pro-
cess was significantly worse than for the other groups (HIH, HIHA, and controls) (p = 0.0001)
(p = 0.008).

In females, global learning was also different between groups (p = 0.001). When learning
process was analysed by treatment only the HI group showed significantly poorer scores
(p = 0.001), while control, HIH (p = 0.999), HIHA (p= 0.991), and HIA (p = 0.719) showed
normal learning performance.

In summary, HIHA is a good neuroprotective strategy, although in males it does not add
many benefits to HIH. Our results indicate that in females, HIA and HIHA increase
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Fig 5. Water maze test. Plot representing the average escape latency in four trials performed each day.
Results were expressed as mean of escape latency. Abbreviatons: ST: Sham-treated; HI: Hypoxic-ischemic,
HIA: Hypoxic-schemic allopurinol, HIH: Hypoxic-ischemic hypothermia, HIHA: Hypoxic-ischemic
hypothermia allopurinol.
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neuroprotection, reducing infarct volume and preserving hippocampus. Moreover, their neu-
roprotective effect was long lasting, as learning outcomes were significantly improved at
adolescence.

Discussion

In the present study, we assessed the effect of dual therapy hypothermia + allopurinel (HIHA)
after moderate focal HI in P10 rats. We found signs of reduced apoptosis and a global
improvement in the neuropathological score and functional outcome in all treatment groups
(HIA, HIH, and HIHA). Moreover, a sex-specific benefit of allopurinol treatment was
detected. Females from the allopurinol-treated groups showed decreased markers of apoptosis
and better water maze performance than males with the same treatment (HIA, HIHA).
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TH intervenes in many pathways after Hl injury, reducing metabolic rate and glutamate
release, decreasing oxygen species, and regulating expression of inflimmatory and apoptic cas-
cades [35]. Despite the implementation of TH as a standard of care in many clinical units for
HIE [12], it does not provide complete neuroprotection [36], making further investigation
into additional therapies to improve neurclogical outcomes necessary. Xenon [16], Epo
[37.38], N-Acetylcysteine (NAC) [34], and cannabidiol [39] are some of the drugs that have
been tested in experimental models to potentiate the effects of TH. Historically, one of the first
strategies evaluated for HIE treatment was allopurinol, an antioxidant molecule reported to act
as a mild neuroprotective agent [40].

Oxidative stress is involved in HI injury physiopathology [41]. The neonatal brain handles
oxidative stress poorly, with antioxidant activity less than half of adult levels [42,43]. One of
the most important pro-oxidant pathways of free radical production is xanthine oxidase (XO)
[44]. XO enzyme plays a key role in the high-energy phosphate system [45]. In physiological
conditions, it coexists with xanthine dehydrogenase (XDH). Many investigators agree that
XDH activity is converted by sulfhydryl oxidation or limited proteolysis to an oxidase that pro-
duces superoxide and hydrogen peroxide. It is worth noting, nevertheless, that both XO and
XDH can oxidize NADH, with concomitant formation of reactive oxygen species [46,47].
Physiologically, XO and XDH participate in a variety of biochemical reactions including the
hydroxylation of various purines, pterins, and aromatic heterocycles, thereby contributing to
the detoxification or activation of endogenous compounds and xenobiotics. One of XOR’s pri-
mary roles is the conversion of hypoxanthine to xanthine and xanthine to uric acid. Allopuri-
nol, a xanthine oxidase inhibitor, acts by interrupting the conversion of hypoxanthine into
xanthine and uric acid, limiting the production of toxic reactive oxygen species [19,27]. In
addition, allopurinolis a chelator of non-bound protein iron (NBPI) and a direct scavenger of
hydroxyl free radicals [48]. All these properties suggest it should be useful as a neuroprotective
agent. Palmer and collegues demonstrated its neuroprotective effects in P7 rats after HI [19].
‘When it was tested in humans, short-term outcome improvement could not be confirmed
[49]. Apparently, no advantage from neonatal treatment was seen when the interval of treat-
ment initiation was verylong. Despite this, some years later, when long-term outcome was
evaluated (at 4-8 years) in those babies [49], moderately asphyxiated infants treated with allo-
purinel presented a reduction in the risk of death or severe disability [25].

As has been pointed out in many studies, the major drawback to postasphyxial hypothermia
or pharmacological treatment is the small therapeutic window in which treatment must be ini-
tiated. This is even truer if the aim is to avoid or reduce free radical stress. The optimal point
in time to start antioxidative treatment is at birth or even before birth. Trying to simulate this
condition, many authors have suggested that antenatal administration, duringlabor, could
amplify its effects. Torrance and colleagues reported a decrease in p-100B in plasma leves in
those fetuses that had received antenatal allopurinol when an HI situation was suspected [50].
Some years later, a randomised controlled trial suggested that allopurinol had a potential neu-
roprotective effect in girls as indicated by lower $100p and neuroketal values in the treatment
group [51].

Our study reveals that the combination of hypothermia + allopurinol after moderate focal
HIin P10 rats decreases infarct and improves residual brain volumes at 72 h, although in
males it does not provide more neuroprotection than hypothermia alone. Infarct volume at 72
hwas reduced from 33.60% in the untreated group to 13.41% in HIA, 5.1% in HIH, and 3.8%
in HIHA. These results are in accordance with the first reports on hypothermia in which the
infarct area was reduced to about 50% when compared with the vehicle [52]. In those initial
papers, no sex differences were reported.
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In the same line, in our study, the hippocampal volume was better preserved in HIA, HIH,
and HIHA females than in HI. Interestingly, allopurinol ad ministration seemed to increase the
neuroprotective effect in females, not only in those that received combined therapy (HIHA),
but also in those females that received it without TH (HIA) when compared to HI. It is impor-
tant to point out that in our study allopurnol administration was very early, less than 15 min-
utes after the HI injury, in order to avoid radical production, thereby simulating the situation
that seems to happen when it is administered during labor ([51]. These results are also in
accordance with what Nie and colleages reported with another antioxidant therapy, N-acetyl-
cysteine (NAC), suggesting that antioxidants may provide less neuroprotection in males [38].
Sex differe nces have been reported in neonatal models of hypoxic-ischaemic brain injury [33].
Additionally, in humans, male infants are more vulnerable to perinatal insult, suffering worse
long-term cognitive deficits compared to females with equivalent injury [54,55,56]. Recent
studies have demonstrated that mechanisms of cell death vary depending on sex [57,58].

After an HI event, morphological features of three different cell death types can be
observed: necrotic, apoptotic, and autophagic cell death [59,60]. The best known cell death
forms are necrosis and apoptosis, even though the importance of auhophagy-mediated cell
death has recently become a field of interest [61,62]. Apoptosis has been well described asa
programmed delayed cell death mechanism with different intracellular signaling pathways.
Complete understanding of this process represents a potential target for neuroprotective
interventions.

Although there are multiple pathways to programmed cell death, caspase-3 is the final ‘exe-
cutioner,” and thus caspase-3 activation may be used as a reasonable marker of apoptosis. It
has been demonstrated that hypothermia reduces caspase-3 expression in newborn rats [63].
In our animals, caspase-3 was increased in HI animals 24h post-injury when compared to the
other groups, as has previously been demonstrated [64]. Supporting histological results, there
was also a decrease in caspase-3 activity in females that received allopurinel (HIH A, HIA).
Oxidant reagents can lead to the activation of caspases, triggering apoptosis [65]. Our results
suggest that allopurinel administration alone or in combination with hypothermia may reduce
free radical liberation, decreasing caspase activation and consequently reducing brain injury.
This process, as explained above, seems to be more pronounced in females. This is in accor-
dance with a recently published hypothesis suggesting that programmed cell death in females
depends mainly on caspase activation [30], as well as on their greater sensitivity to redox
status.

Regarding functional performance, we found the same tendency in histological, molecular,
and learning and memory tests. Treated animals (HIA, HIH, HIHA) had better results in
WMT. When this was analysed taking gender into account, female allopurinol-treated (alone
or in combination with hypothermia) animals achieved better results than males, again. The
functional recovery was almost complete.

Despite these data, we found no consistent results to support the idea that hypothermia
+ allopurinol was better than hypothermia alone, Nevertheless, it is important to point out that
the effect of both treatments independently was very significant, and therefore it is quite diffi-
cult to gain even more neuroprotection, especially with so few animals.

Dual therapy has a good neuroprotection spectrum. Other outcomes and molecular issues
should be evaluated to test their potential benefits when compared to hypothermia alone.

Conclusions

There is increasing evidence that neuroprotective strategies may have different effects depend-
ing on sex [29]. Our results also support this notion and, together with other published data,
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invite the reasonable conclusion that gender plays an important role in the effectiveness of
each therapy. Those therapies that act by inhibiting the caspase-dependent pathway would
have better results in females, and even more so if they were antioxidant therapies. Therefore,
it seems reasonable that to achieve better neuroprotection, several therapeutic strategies should
be used, and many individual considerations such as gender should be taken into account to
indicate the best therapy for each patient.

Supporting information
51 Fig. Negative geotaxis test results. All treated groups presented better results than the HI

ones. No differences in sex were detected.
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