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RESUMEN

El objetivo fue comparar el efecto preventivo frente al terapéutico de la administracion de
melatonina en una lesion isquémica en el hipocampo de ratas senescentes. Se realiz6 una
obstruccion de la arteria cerebral media (MCAOQ) a ratas Wistar de 18 meses de edad. La
expresion de TNF-a, IL-1p, GFAP, BAD, y BAX aumentd significativamente en el
hipocampo tras la cirugia, mientras que los niveles de SIRT1 y Bcl2 disminuyeron. Los
animales tratados con melatonina desde las 24 horas previas a la cirugia (PrevT)
experimentaron un descenso significativo en los niveles de marcadores en hipocampo. Los
animales del grupo tratado con melatonina sélo tras la cirugia (AT) experimentaron los
mismos efectos, pero en menor magnitud que en el grupo PrevT. La melatonina se muestra
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como un valioso agente terapéutico que puede proteger a la poblacion de avanzada edad de
los efectos dafiinos del infarto cerebral.

Palabras clave: Infarto cerebral, melatonina, dafio por isquemia/reperfusion, estrés oxidativo.
ABSTRACT

The present study aimed to compare the effect of preventive vs. acute melatonin
administration on hippocampus ischemic injury of aging rats. 18 months old Wistar rats were
subjected to middle cerebral artery obstruction (MCAO). Expression of TNF-a, IL-1B, GFAP,
BAD, and BAX increased significantly in hippocampus after MCAO whereas SIRT1 and
Bcl2 significantly decreased. PrevT animals experienced a significant decrease in TNF-a, IL-
18, BAD, and BAX. AT decreased BAD and BAX expression in the contralateral
hippocampus with no effect ipsilaterally. Melatonin counteracted hippocampal decrease of
SIRT1. This effect was more evident in PrevT group. Our results suggest that melatonin could
be a valuable therapeutic agent that may protect the elderly from the damaging effects of brain
stroke.
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INTRODUCCION

El infarto cerebral es un accidente cerebrovascular o episodio cerebral que representa la
principal causa de muerte y discapacidad a largo plazo en la poblacién mundial. La edad es el
factor de riesgo mas importante asociado a esta patologia, siendo considerado el marcador
mas significativo en el prondstico del infarto cerebral (Rojas et al 2007). La inflamacion y
sobreproduccién de radicales libres son dos mecanismos cuya implicacion en la muerte y
pérdida de funcionalidad neuronal ya ha sido descrita. Se prevé que la incidencia del infarto
cerebral crezca sustancialmente a lo largo de los proximos diez afios como resultado del
envejecimiento de la poblacion y se estima que podra contribuir a un 6% de las patologias en
2020 (Menken et al.(2000). Sin embargo, habitualmente la poblacién de avanzada edad no se
ve adecuadamente representada en ensayos clinicos, lo que genera incertidumbre vy
desconocimiento sobre cuales son los cuidados médicos Optimos de este grupo de pacientes
(Alhusban et al. (2011).

La sobreproduccion de radicales libres durante el infarto cerebral, asociada también a la lesion
por isquemia/reperfusién, entre otros mecanismos fisiopatoldgicos como la apoptosis que
tiene lugar en la zona adyacente a la lesion, se han mostrado como factores que contribuyen al
dafio y muerte neuronal (Cheung 2003). Como resultado, se ha planteado la posibilidad de

que la melatonina se comporte como un farmaco neuroprotector frente al dafio por
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isquemia/reperfusion, a la vista de su caracter antioxidante que se opone al efecto nocivo del
estrés oxidativo y los factores proapoptéticos para las células (Cheung 2003) (Reiter et al.
2010). Sin embargo, no se conocen en profundidad los posibles efectos de la melatonina en
los pacientes de edad avanzada afectados por isquemia cerebral. Ademas, los estudios previos
se han enfocado a una posterior etapa de reperfusion. No obstante, durante la isquemia se
forma una circulacién colateral que irriga parcialmente la zona afectada por la lesion. De esta
manera, la lesion puede dividirse en dos zonas: en la denominada zona umbral tiene lugar la
necrosis de las neuronas, mientras que en la zona de penumbra, las neuronas quedan dafiadas
pero no necrosadas. La capacidad de la segunda de ellas de ser reperfundida otra vez es
evidente, y la melatonina, por tanto, podria ejercer sus efectos beneficiosos en ella. Sin
embargo, esta posibilidad aun debe ser esclarecida en los individuos de edad avanzada.

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que el tratamiento con melatonina puede
disminuir los niveles de marcadores inflamatorios y apopt6ticos en el cerebro. El objetivo de
este estudio fue comparar el efecto preventivo y terapéutico de la administracién de
melatonina en las respuestas inflamatoria y apoptotica generadas en el hipocampo de ratas

senescentes tras un bloqueo de la arteria cerebral media.

MATERIAL Y METODOS

Para realizar este estudio, se sometio a ratas macho de la cepa Wistar, de 18 meses de edad, a
una obstruccion de la arteria cerebral media. Los animales se dividieron en tres grupos: no
tratados (NT), tratados con una dosis diaria de melatonina (10 mg/kg) desde las 24 horas
previas a la intervencion (PrevT) y tratados Unicamente tras la cirugia durante 7 dias (AT). Se
recogieron muestras de hipocampo de ambos hemisferios y se midio la expresion de mRNA
de interleuquina 1B (IL-1p), factor de necrosis tumoral o (TNF-a), proteina acida fibrilar glial
(GFAP), sirtuina 1 (SIRT1), BAD, BAX y Bcl2 mediante RT-PCR.

RESULTADOS

La expresion de TNF-o, IL-1B, GFAP, BAD, y BAX aument6 significativamente en el
hipocampo, ipsilateral y contralateral, tras la cirugia, mientras que los niveles de SIRT1 y
Bcl2 disminuyeron significativamente. Los animales PrevT experimentaron un descenso
estadisticamente significativo en los niveles de TNF-a, IL-13, BAD, y BAX en ambos
hemisferios del hipocampo. Los animales del grupo AT también disminuyeron la expresion

de estos marcadores, pero este descenso fue en general menor que el experimentado en el caso
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del grupo PrevT. La melatonina contrarresto el descenso de SIRT1 y Bcl2 de modo més
evidente en el grupo PrevT.

DISCUSION

El infarto cerebral es un problema de salud de gran importancia tanto en los pacientes
individualmente, como en la poblacion general. La isquemia neuronal puede ocurrir de
manera local (isquemia focal) cuando Unicamente se ve afectado un vaso sanguineo, o afectar
al cerebro entero (isquemia global), como puede suceder durante un episodio de arritmia.
Independientemente del caracter local o global del proceso, los mecanismos de dafio neuronal
mediados por la accion de radicales libres tienen muchos puntos en coman.

El modelo mas frecuentemente empleado en el estudio de la capacidad de melatonina para
limitar el dafio que generan los radicales libres como resultado de una isquemia es la
obstruccion de la arteria cerebral media (Reiter et al. 2010). Dado que el proceso requiere
también la oclusion de la arteria carétida primitiva, el dafio no queda circunscrito al
hemisferio ipsilateral, sino que afecta también al contralateral, como ya ha sido descrito con
anterioridad (Crespi et al. 1997). En este estudio, la expresion de TNF-a, IL-13, BAD y BAX
aumento significativamente en el hipocampo de ambos hemisferios (ipsilateral y contralateral
a la lesion) tras la oclusion de la arteria cerebral media. Los animales de los grupos PrevT y
AT, ambos tratados con melatonina, experimentaron un descenso significativo en los niveles
de TNF- a e IL-1pB en las areas isquemicas ipsilateral y contralateral del hipocampo, aunque
de modo més evidente en el grupo PrevT.

Los efectos protectores de la melatonina han sido atribuidos a la capacidad de esta indolamina
de captar radicales libres, que se generan en grandes cantidades durante la
isquemia/reperfusion (Reiter et al. 2010) (Maldonado et al. 2007). Nuestros resultados
sugieren que la melatonina podria mediar una neuroproteccion contra el dafio isquémico, al
menos parcialmente, mediante la inhibicion de la respuesta inflamatoria asociada, ayudando a
limitar la destruccion del tejido en la region afectada del cerebro (Lee et al. 2007).

Igualmente, la melatonina podria ayudar a reducir el dafio neuronal en la lesion inducido por
isquemia limitando la apoptosis. En este estudio, los animales PrevT presentaron unos niveles
significativamente menores de BAD y BAX en las areas isquémicas ipsilateral y contralateral
de ambos hemisferios del hipocampo. En el grupo AT se observd el mismo efecto, pero de
nuevo, este descenso fue significativamente menor que el experimentado por el grupo PrevT.
Numerosos estudios avalan la idea de que las sirtuinas podrian desempefiar un papel

terapéutico en las enfermedades neurodegenerativas como el infarto cerebral o la lesién
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isquémica cerebral (Raghavan et al. 2012). Sirtuina 1 también ha sido relacionada con
reduccion de la apoptosis, mientras que su inactivacion parece promover la translocacion de
BAX desde el citosol hasta la mitocondria (Cohen et al. 2004). En investigaciones previas,
nuestro equipo observo que la expresion de sirtuina 1 se reducia en el giro dentado de ratas de
edad avanzada y su expresion se incrementaba tras el tratamiento con melatonina (Kireev et
al. 2013). En el presente estudio, también pudo comprobarse que la melatonina es capaz de
contrarrestar el descenso en los niveles de sirtuina 1 en el hipocampo debido al bloqueo de la
arteria cerebral media. Estos resultados apoyan datos previos que sugerian que la melatonina
era capaz de incrementar la desacetilacion de los sutratos de sirtuina 1 y tenia un efecto
estimulador en su via de accion (Sarlak et al. 2013).

CONCLUSION
A la luz de los presentes resultados, la melatonina se presenta como un valioso agente
terapéutico que podria proteger a la poblacion de avanzada edad de los efectos dafinos del

infarto cerebral, pudiendo también contribuir a prevenir la extension de la lesion.
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