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Resumen

La asfixia perinatal es un problema que involucra la salud publica a nivel global.
Existen pocos elementos clinicos que permiten valorar encefalopatia y su correlacion con el
impacto energético neuronal. La falla energética que caracteriza a la asfixia perinatal es clave en
la determinacion del dafio neuronal a consecuencia de un evento de hipoxia, ésta dispara
mecanismos moleculares que son determinantes en la muerte celular programada, de manera
que aumenta el area de dafio neuronal.

Consideramos imprescindible avanzar en el conocimiento de la fisiopatologia del
mecanismo implicado en el dafio neuronal, que determina secuelas neuroldgicas a largo plazo
con el fin de que puedan desarrollarse posibles terapéuticas que sean capaces de disminuir las
secuelas a mediano y largo plazo a través de un diagnostico temprano.

A través de un modelo animal (cerdos recién nacidos) de asfixia perinatal, nos
proponemos evaluar el efecto de episodios de hipoxia intermitente y reiterada sobre la funcién
mitocondrial cortical, con el fin de correlacionar estos hallazgos con alteraciones
ultraestructurales en la mitocondria, monitorizando concomitantemente la funcion cerebral
mediante electroencefalograma de amplitud integrada (aEEG) y espectroscopia cercana al
infrarrojo (NIRS). Dicha actividad es desarrollada en el Departamento de Neonatologia, area
basica, en Hospital de Clinicas “Manuel Quintela’’.

Resultados y conclusiones: Se produce disfuncion mitocondrial durante dos episodios
consecutivos de hipoxia aguda, recuperandose la funcion precozmente luego de la primera
hipoxia, pero reapareciendo y haciéndose permanente luego de la segunda. Estos hallazgos no
se correlacionaron con los resultados obtenidos a través de la evaluacién no invasiva de los

efectos de la hipoxia para una muestra de 3 cerdos recién nacidos mediante el NIRS y el aEEG.

Palabras clave: asfixia perinatal, dafio neuronal, secuelas neuroldgicas, mitocondria, aEEG,
NIRS.



Facultad de Medicina Universidad de la Republica

Introduccion

La incidencia de encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) en los paises desarrollados

es aproximadamente 6/1000 nacidos vivos y 1 de cada 1000 fallece o permanece con graves
secuelas neuroldgicas. En Uruguay causa el 10 % de la mortalidad neonatal.

La EHI es la segunda causa prevenible de discapacidad neuroldgica en la infancia a
nivel mundial, con consecuencias psicosociales y econémicas para las familias y para la
sociedad. La prevencién y proteccion del dafio neuroldgico en la etapa de la vida perinatal es
prioridad para la salud mundial.

En cuanto a la fisiopatologia de la hipoxia— isquemia (HI), la disfuncion mitocondrial
es considerada clave en la injuria neuronal. La misma puede dividirse en diferentes estadios:
falla energética primaria, fase latente y falla energética secundaria. La instalacion de la
encefalopatia y su gravedad, estan directamente relacionadas con la severidad y duracion de la
hipoxia. La traduccién clinica neurolégica de estos trastornos son depresion de conciencia
(pudiendo llegar al coma) y convulsiones.

En la clinica contamos con herramientas que permiten monitorizar la actividad
encefalica: aEEG (electroencefalograma de amplitud integrada) y NIRS (near-infrared
spectroscopy). El primero tiene valor diagnostico en la encefalopatia y en su prondstico. Por

otro lado, el NIRS permite valorar la saturacidon de oxigeno regional a nivel cerebral.

Marco tedrico

Las causas de lesion cerebral perinatal son complejas y multifactoriales, pero la Hl,

infeccion e inflamacion son disparadores importantes en dicho evento. La lesion cerebral
evoluciona con el tiempo en semanas 0 meses, y diferentes mecanismos son importantes durante
las fases de establecimiento de la lesion. Todos los mecanismos de dafio hasta el momento no
son completamente comprendidos, pero aminoacidos excitatorios, dafio mitocondrial,
regulacion del calcio intracelular, generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y
nitrdgeno (ERNS), mecanismos apoptéticos y de necrosis, cambios en la disponibilidad de
factores troficos, y el sistema inmuno-inflamatorio estdn implicados en el proceso.

Existen diversas &reas de la funcion mitocondrial que continGan en investigacion,
siendo estas de fundamental implicancia en el cerebro inmaduro. Es asi que la biogénesis

mitocondrial, mitofagia, migracion, y la morfogénesis son cruciales para el desarrollo del
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cerebro y sinapsis, cumpliendo un papel importante en la recuperacién neuronal luego de

lesiones agudas. También se ha encontrado que la mitocondria es protagonista en la inmunidad
innata, contribuyendo a la inflamacion en respuesta a infecciones y dafios agudos, y
participando en defensas antivirales y antibacterianas. (2)

Requlacion de los mecanismos del ciclo de vida mitocondrial

Las mitocondrias cuentan con un genoma separado y una gama de funciones
metabolicas esenciales para la homeostasis celular. Son organelos dindmicos, con una doble
membrana, que se asocian con la generacién de ATP, regulacién de calcio, y biosintesis de
aminodcidos, lipidos y nucleétidos. El flujo de electrones a través de la cadena de transporte de
electrones genera un gradiente de protones entre la membrana mitocondrial externa e interna
(MME y MMI), produciendo ATP a través de la ATP sintasa.

Varias vias altamente reguladas gobiernan la generacion, funcién y el movimiento de
las mitocondrias. Durante el desarrollo cerebral embrionario y postnatal, se forman nuevas y las
gue se encuentran presentes crecen rapidamente (biogénesis mitocondrial).

Estas sufren continuamente los procesos de fision - fusién y migran en la célula a lo
largo del citoesqueleto, lo que permite la distribucién adecuada y la adaptacion del tamafio
mitocondrial, el nimero, la forma y la funcion para que sea acorde a las necesidades celulares.

Las mitocondrias también producen EROs como parte de la respiracion normal, que
pueden oxidar proteinas y ADN. ElI genoma mitocondrial se encuentra desprotegido, y el
proceso de reparacion del ADN es ineficiente en comparacion con el que ocurre en el nicleo.
Una vez dafiadas pueden generar 10 veces mas peroxido de hidrégeno de lo que puede una
mitocondria no dafiada. Las mitocondrias dafiadas y disfuncionales estan constantemente
degradandose (mitofagia) para reducir la carga oxidativa, y son reemplazadas por una nueva.
Este proceso es particularmente importante en células no proliferativas de larga vida como las
neuronas. (2) (5)

Biogénesis

Es un proceso altamente regulado, siendo necesarias proteinas codificadas por ADN
nuclear y mitocondrial. La clave de ese proceso es el coactivador 1 alfa proliferador activado del
receptor- gamma peroxisoma (PGC-1alfa), el cual puede ser inducido por el estrés de la célula,
regulando los factores de la transcripcion. Estos regulan la transcripcion de genes nucleares que
codifican proteinas mitocondriales.

Durante la diferenciacion neuronal, el nimero de mitocondrias por célula aumenta, y la

inhibicion de su biogénesis perjudica el proceso de maduracion neuronal. Esta diferenciacion
5
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neuronal es dependiente de la produccion de ATP y de la masa mitocondrial. PGC-1lalfa se

expresa en altas concentraciones en células ricas en mitocondrias con altas demandas
energéticas (ej. Neuronas). La sobreexpresion de PGC-1alfa en neuronas desarrolladas aumenta
el nimero de espinas dendriticas y promueve la diferenciacion sinaptica mientras que
deficiencias en el gen que codifica PGC-1alfa tiene el efecto opuesto. Estos datos sugieren que
la biogénesis mitocondrial tiene un rol importante en la regulacién sinéptica y en el cerebro en
desarrollo, y este proceso es dependiente de energia (2)(5).

Fusion v fision

Este ciclo es crucial para el desarrollo embrionario y cerebral. Las mitocondrias son
muy plésticas, y el ciclo fusion-fision es importante para mantener la funcion del organelo,
permitiendo el intercambio de proteinas y ADN entre mitocondrias y su reparacion.

La fisién mitocondrial parece ser esencial para el desarrollo de dendritas y la formacion
de sinapsis. Este proceso utiliza energia y necesita la regulacién temporal y la formacién de
proteinas complejas; conducidas principalmente por proteinas relacionadas con dynamin (DRP-
1). Este proceso es importante para aumentar el nimero de mitocondrias para poder satisfacer
las demandas energéticas durante la plasticidad neuronal. La incapacidad de satisfacer estas
demandas tiene graves efectos en el desarrollo del SNC.

Por otro lado, la fusion depende de mitofusina-1 (MFN1) y mitofusina-2 (MFN2) que
se encuentran en la MME. La interaccion entre estas proteinas une a dos mitocondrias
adyacentes y media la fusién de la MME. La proteina atrofica optica 1 (OPAL) se encarga
posteriormente de la fusion de la MMLI. (2)(5)

Mitofagia

Su importancia en el desarrollo del cerebro es aun desconocida. Sin embargo, existe
evidencia de que la delecion selectiva de ciertos genes que participan en este proceso, resultan
en severas anormalidades en el SNC.

Hay varios mecanismos que controlan la calidad mitocondrial a diferentes niveles. La
eliminacion selectiva de proteinas parece ser restringida y puede utilizarse solamente en un
subconjunto de proteinas. La mitofagia incluye mecanismos generales de autofagia utilizados
para el cambio de los constituyentes de las células, y procesos especificos mediante el cual la
célula puede atacar selectivamente a las mitocondrias para la degradacion. (2)(8)

Las mitocondrias requlan el destino celular en el cerebro inmaduro dafiado

En el cerebro en desarrollo la falta de oxigeno resulta en una deplecion de fosfatos de

alta energia (ATP, fosfocreatinina) y falla en la respiracion mitocondrial, esta es la denominada
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falla energética primaria. Estos niveles pueden volver a su linea de base (fase latente) pero una

segunda deplecion més prolongada de reservas energéticas progresa el dafio cerebral. Es en una
segunda deplecion o también llamada falla energética secundaria, que sucede la disminucion de
fosfatos de alta energia y muerte celular. La disfuncion mitocondrial se considera la responsable
de esta falla secundaria, y es un importante contribuyente al dafio cerebral y compromiso
neuroldgico después de sufrir HI. (7)

El mecanismo HI crea un ambiente intracelular toxico por acumulacién de EROs, ERNs
y calcio intracelular luego de la lesion, mediante la activacién directa de 6xido nitrico sintasa
neuronal (NNOS) y la generacion de especies altamente oxidantes como el peroxinitrito
(ONOO-), induciendo disfuncion mitocondrial. La respiracién mitocondrial es suprimida y el
calcio intracelular desregulado. (7)

Dos caracteristicas del cerebro inmaduro que lo hacen especialmente sensibles al dafio
oxidativo en relacion con el cerebro maduro son: su pobre capacidad antioxidante y la alta
concentracion de hierro libre. Asi, el sistema de regeneracion para el mantenimiento de
antioxidantes es dependiente del estado de energia celular, y cuando estos sistemas fallan, como
en la HI, el cerebro sufre las consecuencias del dafio oxidativo celular de macromoléculas y la
muerte. Una teoria sostiene que existen regiones corticales mas susceptibles a la HI, esto se
atribuiria en parte, a la mayor densidad de receptores NMDA y células nNOS-positivos en
dichas regiones. (8).

El agotamiento de las reservas energéticas que acompafia la hipoxia prolongada, o HI,
resulta en la despolarizacion de las neuronas, la glia y la liberacién de aminoacidos excitatorios
(EAA) en el espacio extracelular. Los mecanismos de energia dependiente se ven en peligro,
permitiendo que el glutamato se acumule hasta niveles de excitotoxicidad. La sobreactivacion
de los receptores de NMDA aumenta los niveles de calcio intracelular e inicia procesos que
finaliza en la muerte celular. El glutamato es un importante factor tréfico para los receptores de
NMDA, median el normal desarrollo del cerebro mediante la promocion de la proliferacion y la
migracion de los precursores neuronales, el desarrollo sinaptico y la plasticidad (8).

La activacion de receptores NMDA y AMPA luego de HI en respuesta a la liberacion
de EAA, lleva a un aumento intracelular de calcio. Este influjo activa numerosas vias de
sefializacion que llevan al edema mitocondrial, deterioro de la respiracion, aumentada
produccion de EROs, disparo de la permeabilidad mitocondrial y muerte celular dada por la

activacion de la proteina proapoptotica Bax. La HI también induce inflamacion, lo que lleva a la
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liberacion de sustancias que activan receptores de muerte en neuronas y oligodendroglias,

activando la apoptosis por la via de la caspasa 8, y la necrosis por formacion del necrosoma.

La mitocondria en el desarrollo cerebral es propensa a la permeabilizacion en respuesta
a la HI. Las proteinas proapoptéticas son liberadas de la mitocondria, formandose el
apoptosoma, y caspasas ejecutoras downstream (en particular la caspasa 3) que son activadas
luego del dafio por HI. Las vias dependientes de AIF y caspasas parecen ser mas fuertemente
activadas en cerebros inmaduros que en cerebros adultos, y la permeabilizacién mitocondrial
parece marcar el punto de no retorno en la HI en el cerebro inmaduro (2).

Permeabilizacion mitocondrial y apoptosis

La permeabilizacién mitocondrial puede ocurrir ya sea a traves de la apertura selectiva
de la MME, permeabilidad de la MME (MOMP) o apertura del poro de transicion. La
permeabilidad de la MME tiene lugar en la apoptosis inducida, mientras que la apertura del poro
de transicion interviene en el edema mitocondrial. La ciclofilina D esta implicada en la apertura
del poro de transicion en el cerebro adulto luego de sufrir isquemia, mientras que la
permeabilidad de la MME dependiente de Bax parece ser el mecanismo predominante en el
cerebro neonatal luego de HI. Altos valores de proteinas proapoptéticas en el desarrollo
sugieren que predomina mas la apoptosis en el cerebro inmaduro que en el adulto.

Hay evidencia de que los receptores de muerte estan implicados en la lesion cerebral del
neonato. La inhibicion de la caspasa-8 reduce la lesion cerebral HI en el recién nacido, lo que
sugiere que la activacion del receptor de muerte de la via apoptdtica es importante.
Recientemente, estudios realizados en ratones recién nacidos sugieren que el inicio de la
necrosis en el cerebro inmaduro depende de la lesion mitocondrial (6).

Auln no se encuentra del todo claro el momento de la permeabilizacion mitocondrial,
pero la mayoria de los estudios sugieren que sucede de 3 a 24 horas después de la HI, dando
inicio durante la fase latente y procediendo en la fase secundaria de injuria- dependiendo de la
severidad del dafio, el modelo animal, y la region cerebral. (2)

Apoptosis v lesion cerebral HI neonatal

La induccién de MOMP en el cerebro inmaduro luego de HI depende de la familia Bcl-
2. Los miembros proapoptoticos y antiapoptéticos de esta familia de proteinas son cruciales en
el desencadenamiento de la permeabilizacion mitocondrial. (2) Bax se transloca desde el citosol
a las mitocondrias y en asociacion con Bak forman poros en la MME que resulta en la

liberacion de proteinas proapoptéticos. En el cerebro inmaduro, Bax y sus proteinas asociadas
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son altamente expresadas. La inhibicion farmacologica de permeabilizacion mitocondrial

dependiente de Bax antes de HI neonatal atenta la gravedad de la lesién cerebral.

Uno de los reguladores de la proteinas Bcl-2 es el gen supresor tumoral p53, que
estimula la permeabilidad mitocondrial y apoptosis regulando de esta manera la muerte celular.
Tras la activacion del gen p53, éste se acumula en el nucleo y regula el incremento de genes
proapoptdticos como Bax. (2)(5)(7)

Mitocondria en el preacondicionamiento del cerebro inmaduro

Un estrés subletal puede inducir resistencia a un subsecuente dafio potencialmente letal,
evento conocido como preacondicionamiento. La hipoxia y la inflamacion son amenazas
importantes para la mayoria de las células, y el preacondicionamiento constituye probablemente
a una respuesta endogena para lidiar con tal estrés. El preacondicionamiento puede ser inducido
en la mayoria de los érganos y parece ser particularmente fuerte en el cerebro inmaduro. En
modelos experimentales dirigidos al preacondicionamiento en el cerebro inmaduro, la
neuroproteccion fuerte se consigue normalmente si se aplica 24-48 horas antes de la agresion
letal. Los mecanismos descritos en diferentes tejidos, especies y escenarios parecen ser
similares, y la mitocondria resulta implicada como el principal responsable en esta adaptacion.
Este proceso induce cambios en la expresion de varias moléculas, incluyendo la NO sintasa,
sirtuinas, quinasas de supervivencia, y transductores de sefial y activadores de transcripcion
(Stats), resultando en una disminucion en la susceptibilidad del tejido.

El fortalecimiento de las defensas antioxidantes es esencial para alcanzar resistencia tras
el preacondicionamiento. Paraddjicamente, la moderacion de la produccion de EROs por la
mitocondria es crucial durante la induccion de la fase de preacondicionamiento. (2)

Mitofagia y biogénesis

La mitofagia de una mitocondria dafiada y su reemplazo a través de la biogénesis son
procesos importantes para mantener la viabilidad postmitotica de la célula. Las células con
mitocondrias renovadas parecen ser mas resistentes a estrés severo. Ratones expuestos al
preacondicionamiento hipéxico han demostrado reportar un aumento en el contenido de ADN
mitocondrial, actividad PGC-1alfa y subsecuentemente la biogénesis mitocondrial.(2)

Correlacién entre NIRS - aEEG y dafio cerebral

Estudios confirmaron que si se realiza un diagnostico en tiempo, y a su vez se instaura
un tratamiento de proteccion del SNC en forma precoz (en las primeras 6hrs) frente a una

situacion de dafio encefélico, la mortalidad y la incidencia de secuelas de discapacidad
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neuroldgica se reduce. Por lo tanto, la deteccién temprana de una oxigenacion enceféalica

anormal es de crucial importancia para el diagndstico precoz de injuria cerebral.

La hipoxia cerebral es la principal causa de dafio cerebral en el recién nacido, por lo que
la monitorizacion del O2 encefalico es indispensable para intentar evitar el dafio por hipoxia.

Como pardmetro fundamental, la saturacion regional de O2 se define como:

Sat.reg.02 = [HbO2] / [HbO2] + [Hb] , en donde la [Hb] y [HbO2] corresponden a la
concentracion de Hb desoxigenada y la concentracion de Hb oxigenada, respectivamente.

La saturacién regional de O2 (SRO2) cerebral obtenida con el NIRS (espectroscopia
cercana al infrarrojo), es el promedio entre la saturacién de O2 cerebral en la arteriolas,
capilares y vénulas; cobrando una mayor importancia la saturacion a nivel venoso dado que en
el cerebro es el componente vascular predominante (alrededor de 70%). Esto es distinto a lo
gue ocurre en la saturometria de pulso, en donde la saturacién obtenida de la pulsioximetria
corresponde principalmente a la pulsacion existente a nivel arteriolar. Esto implica que en
situaciones de hipotensidn arterial y de baja perfusion distal, la saturometria de pulso no sera
detectada, debido a que la pulsacion arterial es muy débil.

El NIRS es capaz de penetrar a través de tejidos con mdltiples capas, por ejemplo,
puede atravesar el cuero cabelludo y el craneo, para incidir en la corteza cerebral. La SRO2 de
02 informa sobre el estado de oxigenacion tisular, en este caso a nivel cerebral, y el principio en
el que se basa su medicidn es el espectro de absorcion de la Hb y HbO2, que puede ser obtenido
independientemente de la pulsacion arterial. Comparandolo con otras técnicas de deteccion
cerebral de la oxigenacion, el NIRS es una técnica no invasiva, cuantitativa, continua, que
brinda datos en tiempo real. Actualmente, el NIRS es un método efectivo en la valoracion del
estado de oxigenacion cerebral, y es ampliamente utilizado para monitorizar la oxigenacion
encefalica en neonatos, el grado de oxigenacion en situaciones de injuria cerebral, permite
evaluar la posibilidad de hemorragia cerebral aguda, monitorizar periodos de apnea durante el
suefio, entre otras funciones. Existe evidencia de que el descenso de la SRO2 cerebral ocurre
casi al mismo tiempo que el descenso de la concentracién de la FIO2, en un intervalo entre 60 y
160 segundos antes que se detecten los primeros cambios en el aEEG. Es asi, que el NIRS
permite detectar hipoxia cerebral en forma més temprana que cualquier otro pardmetro de
monitoreo de oxigenacion cerebral, por lo que cuando se comienzan a ver cambios en la SRO2
brindada por NIRS, el resto de los pardmetros aun se encuentran dentro del rango de

normalidad.

10
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Hasta el momento, no existe un pardmetro estandar de oro unificado para la valoracion

y monitorizacion del grado de dafio cerebral inducido por hipoxia. La determinacion del valor
del pardmetro de SRO2 cerebral luego de un evento de hipoxia, es de crucial importancia para la
estimacidn clinica de injuria encefélica.

La lesion cerebral mas comun durante el periodo perinatal es la causada por HI, cuyo
impacto resulta en la necrosis extensa de neuronas y en el dafio de la sustancia blanca del
cerebro, presencia de diferentes grados de variacion de secuelas neuroldgicas que ocurren en la
practica clinica. Es por esto, que es fundamental la evaluacién del estado de oxigenacién
encefalica, para detectar en forma precoz alteraciones que ameriten la toma de actitudes para
evitar la instalacion y desarrollo de un dafo cerebral, lo cual es posible con el NIRS. Cuando se
induce hipoxia cerebral, el descenso de la SRO2 aparece en forma méas temprana que la
aparicion de los cambios correspondientes a dicha hipoxia, detectados con EEG. Por ende, la
monitorizacion de la SRO2 cerebral resulta ventajosa en diagnosticar precozmente la hipoxia
encefalica, para instaurar un tratamiento oportuno.

En lo que respecta al aEEG, las ondas cerebrales manifiestan la actividad neuroeléctrica
cortical y subcortical, relacionadas a la capacidad funcional del cerebro; que pueden ser
directamente estudiadas mediante la deteccion y analisis de las amplitudes de las sefiales
eléctricas cerebrales. Consiste en un EEG de simple o doble canal que esta registrado por tres a
cinco electrodos colocados en el cuero cabelludo, dos activos colocados simétricamente en
region parietal o temporal anterior, y el neutro que acta suprimiendo el ruido de fondo, se
coloca en la linea media. Captura continuamente la actividad cerebral en tiempo real durante un
periodo prolongado. El registro puede realizarse en forma de monitoreo continuo. El registro
aEEG puede objetivar la repercusion que tenga la EHI sobre la actividad electrofisioldgica, y
también monitorizar la aparicion de descargas convulsivas (9). Se ha demostrado que
saturaciones regionales <30%, en el aEEG de observacién de la funcion cerebral, la amplitud
de las ondas cerebrales desciende significativamente, lo que indica dafio cerebral severo;
mientras gque con saturaciones regionales >30%, no se vieron cambios significativos en el
aEEG.

En resumen, con saturaciones regionales de O2 <40%, se visualizan zonas de
disfuncion mitocondrial y ocurre el dafio cerebral, pero no se observan cambios significativos en
el aEEG. Cuando la SRO2 es <30%, la funcién cerebral se encuentra severamente afectada,

existe una severa disparidad morfoldgica en las mitocondrias, aparato de Golgi y RER (3).

11
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Obijetivos de la investigacion

Objetivo general
Evaluar el efecto de la hipoxia intermitente sobre la funcion mitocondrial cortical, y

correlacionar estos hallazgos con alteraciones ultraestructurales del organelo y con la

monitorizacion de la funcion cerebral mediante aEEG y NIRS.

Obijetivos especificos
1 - Estudiar la respiracion mitocondrial succinato-dependiente en biopsias corticales
consecutivas de cerdos recién nacidos sometidos a anoxias intermitentes.

2 - Estudiar la capacidad de sintesis de ATP, mediante la medida de respiracion
mitocondrial succinato-dependiente con y sin ADP (RCR).

3 - Registrar la funcidn cerebral regional mediante aEEG y NIRS durante los episodios
de hipoxia.

4 - Estudiar por microscopia electrénica las biopsias corticales en condiciones basales, y
post anoxias intermitentes.
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Metodologia

Es un estudio experimental, con un modelo animal de asfixia perinatal. Se utilizan
cerdos recién nacidos entre 24 a 72 horas de vida (Sus scrofa domestica), con peso aproximado
de 1700 g obtenidos de criadero local (n=4). La induccién anestésica se realiza con Ketamina
i/m 30/mg/kg y al obtener via venosa periférica se realiza mantenimiento anestésico con
Ketamina, Midazolam y Fentanyl en infusion continua. Se realiza monitorizacion de funcion
cerebral mediante aEEG, y NIRS. A continuacion se realiza intubacion por traqueostomia e
inicio de ventilacién mecénica. Se coloca un catéter en la arteria femoral izquierda para registro
de presion sistémica invasiva y extraccion de muestras en forma seriada. Se coloca acceso
venoso en vena yugular externa o vena umbilical para administracion de farmacos. Se hace
pequefia ventana Gsea en craneo, para extraer las biopsias de corteza cerebral. Luego del periodo
de estabilizacién, se realizan dos episodios de anoxia, mediante oclusion de la sonda
endotraqueal, de 4 minutos de duracion cada uno, separados por un periodo de 2 horas entre
cada episodio. Este disefio intenta simular la situacion de reiteracion de episodios hip6xicos que
puede ocurrir frente a una apnea 0 una obstruccion de sonda endotraqueal en un paciente con
asistencia ventilatoria mecéanica. Se extraen muestras de gasometria arterial y biopsia de corteza
cerebral a diferentes tiempos para el estudio de funcién mitocondrial mediante medida consumo
de oxigeno, a tiempo O (antes del inicio de las anoxias), durante las anoxias y al final de cada
una de ellas. Ademas, se toman muestras bidpsicas al inicio y final de cada experimento para
evaluacion mediante microscopia electronica. Las mismas son de 2mm? de tejido cortical y son
lavadas en suero fisiolégico frio y se fijan en una mezcla de buffer fosfato con
paraformaldheido al 4% mezclado con glutaraldehido al 10%. Posteriormente se procesan para
su andlisis mediante microscopia electrénica de transmision en Facultad de Ciencias.

Los estudios de consumo de oxigeno para evaluar actividad de la funcion mitocondrial
se realizan en biopsias de cerebro en Oxygraph2K (Oroboros Instruments Corp.) en el
laboratorio del CEINBIO, Facultad de Medicina. Luego de obtenidas las biopsias, son colocadas
en un medio de respiracion (sacarosa 110mM, Mops60mM, EGTA0.5mM, BSA1g/L, MgCI2
3mM, KH2PO4 10mM, Hepes 20 mM,pH7.1). Las muestras de tejido (7 mg) son
permeabilizadas durante 10 minutos con Saponina a una concentracion final 50mg/k e
introducidas en camara de respiracion con medio de respiracion a 37 °C, en Oroboros Oxygraph
2K. La respiracion mitocondrial se mide como consumo de oxigeno en la cdmara de Oroboros.
La pendiente del consumo de oxigeno en el tiempo, se mide como nmoles de oxigeno/mg de
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tejido/minuto. Luego de la respiraciéon basal, se mide consumo de oxigeno en presencia de

succinato (10mM), y ADP (1-5 mM). Finalmente se agrega 2.5 mM de antimicina A (inhibidor
del complejo 111) para descartar el consumo de oxigeno que no depende de la cadena respiratoria
mitocondrial. Se mide consumo de oxigeno dependiente del complejo Il (succinato) y su grado
de acople con la fosforilacion oxidativa mediante la presencia de ADP, y finalmente el RCR
(respiratory control ratio) que es la relacion del consumo de oxigeno en presencia y en ausencia
de ADP. Los valores de consumo de oxigeno son expresados como % del valor basal, de
manera de uniformizar los datos. Se estudia en condiciones basales, las hipoxias (H1 y H2),
post hipoxia (post H1 y Post H2), y prehipoxia 2 (preH2). Se realizaron tres experimentos con
animales sham, es decir se abrio el craneo, se extrajo muestras de biopsias corticales, al inicio y
a las 2 horas del inicio del experimento sin someterlo a hipoxia. La medida de respiracion
mitocondrial por consumo de oxigeno al inicio y al final a las 2 horas (sin hipoxia) no fueron
diferentes (test -t p t > 0.05), Se realiza eutanasia con KCI y pentobarbital sédico intravenosos al
finalizar el experimento.

Se realizaron cuatro experimentos en los que se evalu6 la respiracion mitocondrial en
cerdos recién nacidos sometidos a dos asfixias severas consecutivas separadas por un periodo de
2 horas. Concomitantemente, se evalud la respuesta eléctrica (REEG) y la saturacion regional de
oxigeno (NIRS) a nivel encefélico.

El trabajo se realiza en el area basica del Depto. de Neonatologia, laboratorio en el piso
15 del Hospital de Clinicas equipado con termocuna, ventilador de neonato, monitor de funcién
cerebral (MFC) 6000, NIRS (INVOS), saturémetro de pulso, monitor de saturacion y frecuencia
cardiaca, materiales para realizar intubacion traqueal, biopsias, para colocacion de vias
periféricas y centrales.

Los preparados histolégicos de las muestras corticales se realizan en Facultad de
Ciencias en el Dpto. de Microscopia Electronica para su posterior estudio por microscopia
electrénica.

Materiales: 1 tanque de nitrdgeno, a calefactor; 1 monitor y computadora; 1 bomba de
infusion,1 gasémetro, 1 oximetro de pulso, 1 termometro esofagico, ketamina, midazolam,
fentanyl, heparina sodica, vitamina C, KCL, pentobarbital, gentamicina, cefradina, Los
reactivos utilizados fueron obtenidos en Sigma: &cido succinico, adenosinadifosfato (ADP),
albimina bovina sérica libre de acidos grasos (tipo V), antimicina A, &cido 3-(N-morfolino)

propane sulfénico (MOPS), acido 4-(2 hidroxietil)-1-piperazina-etasulfonico (HEPES), acido
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etilenglicol bis-)B-aminoetil éter) N,N ’ tetracético EGTA), sacarosa, fosfato dibasico de

potasio.

Este protocolo estd aprobado por la Comisién Honoraria de experimentacion animal
CHEA (Exp 070153-000645-15).

Anélisis de los datos: Los resultados fueron expresados como la media + desvio
estandar. El andlisis estadistico para comparar 2 medias fue test de Student, con un nivel de

significancia p< 0.05. Los graficos fueron realizados con el software Prisma.
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Objetivo especifico n° 1- Estudiar la respiracién mitocondrial succinato-dependiente en
biopsias corticales consecutivas de cerdos recién nacidos sometidos a anoxias
intermitentes.

Se estudio la respiracion mitocondrial dependiente del complejo Il de la cadena
respiratoria (succinato como sustrato), mediante la medida de consumo de oxigeno. En relacion
a los resultados obtenidos acerca de la respiracion mitocondrial cortical succinato dependiente
(complejo 1), durante el primer episodio de asfixia se evidencia la caida del consumo de
oxigeno succinato dependiente (complejo 1), que se recupera inmediatamente posterior a la
mismay previo a comenzar el segundo episodio de hipoxia. Por otra parte, al realizar el segundo
episodio de hipoxia a las 2 horas del primero, se evidencia una clara caida del consumo de
oxigeno succinato dependiente de manera significativa en comparacion con el control (t-test, p
=0.038). Posterior a éste segundo episodio, continua la declinacién funcional de la respiracion
mitocondrial, sin recuperacién de la misma, como se observa en la Figura 1, lo cual evidencia la
repercusion de ambas hipoxias en la respiracion mitocondrial cortical succinato dependiente, y
se sustenta con una diferencia estadisticamente significativa del control y post hipoxia 2 (test-t,
p=0.0115).

Figura 1. Consumo de oxigeno (complejo

condiciones de hipoxia (H1 y H2), post
hipoxia inmediata (post H1, y post H2), y

9 : £ I1) en biopsias de corteza cerebral durante
T 100 ¥ . . L

8 T * . dos episodios consecutivos de hipoxia
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;_3- 504 DE). El consumo de oxigeno se midi6 en
o
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© & & & H2).

previo a inicio de la segunda hipoxia (pre
* control versus hipoxia 2 = p< 0.05.

* control versus post hipoxia 2 = p< 0.05. I control versus hipoxia 1, control versus post

hipoxia 1 y control versus prehipoxia 2 = p > 0.05. (no significativo).
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Obijetivo especifico n° 2- Estudiar la capacidad de sintesis de ATP, mediante la medida de
respiracion mitocondrial succinato-dependiente con y sin ADP (RCR).

Se estudio la capacidad de sintesis de ATP por parte de la mitocondria, mediante la
medida de consumo de oxigeno en presencia de succinato con y sin ADP. Se calcul6 el RCR
(respiratory control ratio o control respiratorio) mediante la relacion nmoles de O,
consumido/mg de tejido/minuto en presencia de ADP, y nmoles de O, consumido/mg de
tejido/minuto en ausencia de ADP. Este indice fue expresado como % del control en las
diferentes condiciones experimentales (control, hipoxia 1, post-hipoxia 1, pre-hipoxia 2, hipoxia
2,y post-hipoxia 2) .

En cuanto a los resultados (Figura 2), observamos que el RCR disminuye en forma
significativa durante el primer episodio de asfixia en relacion al control ( p<0.05). Esto también
sucede tanto en el periodo previo al inicio de la segunda hipoxia, durante la segunda hipoxia,
como también en el periodo posterior a la misma, cuando son comparadas con el control
mediante el test de Student t con un p < 0.05 . Durante el segundo episodio de asfixia se
evidencia una mayor caida del RCR que resulta ser significativamente diferente que a la
respuesta ante la primer hipoxia, tal como se observa en la Figura 2.

Por otro lado, al comprar el periodo posterior a la primer hipoxia con el control, no

existen evidencias significativas de que sean diferentes entre si, tal como se plasma en la Fig.2.

Figura 2. RCR cortical durante dos
100+ *

episodios consecutivos de hipoxia

T expresados como % del control (media
+ DE). *p <0.05. RCR se midié en
condiciones de hipoxia (H1 y H2), post

RCR (% del control)

hipoxia inmediata (post H1, y post H2),

o : : : y previo a inicio de la segunda hipoxia

L} (preH2).
<@ >
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Obijetivo especifico n°® 3- Registrar la funcion cerebral regional mediante aEEG y NIRS
durante los episodios de hipoxia

Con respecto al aEEG, se evidencia la caida del voltaje en ambos episodios. Sin
embargo el tiempo promedio de duracion entre la caida inicial y el regreso al voltaje basal, fue
menor en el primer episodio que en el segundo. Un ejemplo representativo de esta situacion
puede verse en las Figura 3A'y 3B.
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Figura 3A. Registro de aEEG global de un experimento.
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Figura 3B. Registro de aEEG izquierdo y derecho de un experimento.

Sin embargo, como se aprecia en la Figura 4, el analisis del tiempo de recuperacion
entre ambos episodios no es diferente de forma estadisticamente significativa. (test- t, p > 0.05)
a pesar que existe una tendencia a ser mayor el promedio del tiempo de recuperacién en el

segundo episodio (no significativo por la gran variabilidad).
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1000
Figura 4. Monitor de funcion
800+ - cerebral  (aEEG) durante un
? oo % experimento. Tiempo desde la
b caida del voltaje al inicio de la
g 400 " = hipoxia, hasta la recuperacion al
- final de la hipoxia al nivel basal.
2009 Se muestra hipoxia 1 y 2. El
o . . tiempo de recuperacion no es
o o estadisticamente diferente entre

&‘f‘b @‘f * ambas hipoxias.

Al analizar la saturacion regional de oxigeno (rSO2) mediante la tecnologia NIRS
(Figura 5), se observa una caida de la misma durante ambos episodios de hipoxia. En cuanto al
tiempo de la caida de saturacion, en la primer hipoxia el tiempo es a los 12 segundos, con una
media de 13 segundos y desvio estandar de 1. En la segunda, el tiempo es 14 segundos, con una
media de 15 segundos y desvio estandar de 1. Es decir que se observa una caida de la rSO2
respecto a la basal en ambas hipoxias, siendo dicha disminucion de entidad similar en ambos
episodios, por lo que dicha diferencia no fue estadisticamente significativa. (Figura 6). El
tiempo de caida y de recuperacién al basal de la segunda hipoxia fue mayor al de la primer

hipoxia, pero esto no fue estadisticamente significativo (test —t > 0.05) (Figura 7).
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Figura 5. Registro de NIRS durante un experimento. Las 2 caidas de la saturacion corresponden

al momento de las hipoxias 1y 2.
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hipoxia 1y 2. La disminucién
de la rSO2 respecto al basal en
ambas hipoxias fueron similares. Y el tiempo de caida y de recuperacion al basal de la hipoxia 2

fue mayor que la hipoxia 1, pero esto no fue estadisticamente significativo. (test -t > 0.05).

Obijetivo especifico n° 4 - Estudiar por microscopia electronica la biopsia cortical en
condiciones basales, y post anoxias intermitentes.

En relacién a las micrografias electronicas, en la muestra control se evidencia integridad
de la membrana, ausencia de signos de inflamacion o lesion, junto con un patron de tincion
homogénea sin cambios en la densidad. Luego de las dos horas del inicio de la primer hipoxia,

se observan cambios ultraestructurales; entre ellos: hinchazén, crestas mal definidas,
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disminucién de la densidad de la matriz, asi como la interrupcion a nivel de las membranas

internas y externas, con un espacio entre las crestas dilatado. (Figura 8).

Figura 8.  Microscopia
electronica de biopsias de
corteza cerebral de credo
recién nacido al inicio del
experimento (control), y luego
de 2 horas del primer episodio

hipéxico. Microfotografia
(arriba) 15000x y
microfotografia (abajo)
20000x.

Discusion

En nuestro trabajo encontramos que la hipoxia aguda de 4 minutos tiene una expresion

en el aEEG y NIRS, y que estas alteraciones se correlacionan con la menor capacidad del tejido
de corteza cerebral de producir ATP, evidenciado por la disminucion del RCR. Esta
disminucion se observa durante ambas hipoxias, con recuperacion post hipoxia inmediata en la
primera, pero no asi luego de la segunda hipoxia. Esta inhibicion fue reversible parcialmente
luego de las 2 horas posteriores a la primer hipoxia, pero no luego de un segundo insulto
hipoxico agudo. La medida de consumo de oxigeno se realiza con la misma concentracion de
oxigeno en todas las muestras, 271 uM. por lo menos en el tiempo estudiado. Observamos que
la inhibicién no se revierte aumentando la concentracion de oxigeno. dado que es sabido que el
oxigeno es sustrato de la citocromo oxidasa, complejo V.
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Se concluye que existe disfuncién mitocondrial durante la hipoxia. Esta se manifiesta

mediante una recuperacion funcional inmediata similar a la del control luego de la primera
hipoxia, siendo esta reversible solo con el aumento del oxigeno. Sin embargo, en una segunda
hipoxia se incrementa el dafio y la disfuncion mitocondrial, lo que se manifiesta a través de la
incapacidad de recuperar su funcion. En suma, se puede observar una recuperacion inmediata de
la funcion mitocondrial luego de transcurridas dos horas de la primera hipoxia, mientras que la
disfuncion mitocondrial se torna permanente luego de la segunda hipoxia.

En lo que respecta a la succinato deshidrogenasa, se observa un comportamiento
diferente entre las dos hipoxias. En la primer hipoxia no se ve afectada, sin embargo si sucede
durante la segunda, sin presentar recuperacion. Esto podria demostrar un comportamiento
resistente por parte de esta enzima a la hipoxia, en comparacion con otros complejos. Sin
embargo, se observa que la sintesis de ATP si est4 afectada desde la primer hipoxia, lo que se
repite, agrava y no recupera en la segunda. Por lo tanto, la caida de la sintesis de ATP durante la
primer hipoxia probablemente se deba a otros factores diferentes a la succinato deshidrogenasa,
no habiendo sido evaluados en este modelo.

De los resultados registrados por el NIRS se observa que el comportamiento de ambas
hipoxias es similar, ya que el tiempo y la magnitud del descenso del rSO2, asi como el tiempo
de recuperacion entre el inicio y el valor basal, no fueron estadisticamente diferentes. Sin
embargo, observando las gréficas pareceria que la tendencia de la segunda hipoxia es a
recuperarse mas lentamente que la primera. Esto podria deberse a que el “n” de nuestra muestra
(n=3) es pequefio, por lo que seria interesante incrementar la muestra, lo que permitiria
convertir esta diferencia en estadisticamente significativa, de estabilizarse la tendencia. De todas
formas, los registros de NIRS nos permitieron valorar la variaciéon de rSO2 para cada episodio
de hipoxia, por lo que seria una herramienta de gran utilidad en la practica clinica ante
situaciones de asfixias aisladas, como ser por ejemplo una apnea de causa central o por
obstruccion de via aérea.

A través de la evaluacion encefalica no invasiva de los efectos de la hipoxia en cerdos
recién nacidos mediante el NIRS y el aEEG, se observa que no hay correlacion de sus registros
con el estado de la funcion mitocondrial real. Esto se concluye en base a que los resultados
obtenidos en el NIRS y aEEG no fueron estadisticamente significativos, a diferencia de lo
observado en el andlisis directo de la respiracion mitocondrial que si lo fue. Es posible que no se
haya encontrado significancia estadistica debido al pequefio tamafio muestral utilizado, ya que

la tendencia de ambos registros a simple vista, parece mostrar diferencias.
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En cuanto a los resultados de las micrografias electronicas, se concluye que luego de

una segunda hipoxia consecutiva se comienzan a desarrollar cambios ultraestructurales a nivel
celular, alterando las funciones generales de las células, asi como las especificas de organelo
(mitocondrias).

Conclusiones

Podemos concluir entonces que la caida del voltaje del aEEG durante ambas hipoxias

tuvo un comportamiento similar. La saturacion regional cerebral con NIRS desciende durante
ambas hipoxias, con una mas lenta recuperacion luego de la segunda, pero este resultado no fue
estadisticamente significativo.

Sin embargo, si encontramos diferencias en la funcion mitocondrial, en cuanto a que el
complejo Il se ve mas afectado en la segunda hipoxia en comparacion con la primera. Y que
ademas no se recupera totalmente luego de una hipoxia reiterada.

La falla energética en cuanto a la producciéon de ATP se produce en ambas hipoxias.
Sin embargo es irreversible luego de hipoxias reiteradas. Esto podria tener implicancias en el
dafio posterior, en cuanto a que la falla energética secundaria dispara mecanismos que son
responsables de las secuelas neuroldgicas por hipoxia.

Creemos importante destacar que este comportamiento de la falla energética
relacionado a un episodio Unico agudo de hipoxia, diferente respecto a si es repetido y que se
mantiene en el tiempo luego en el periodo de normoxia, no se correlaciona con la
monitorizacion encefalica con NIRS y aEEG, herramientas que son usadas en la clinica para
tomar conductas terapéuticas, como por ejemplo en la hipotermia controlada o en el tratamiento
de convulsiones subclinicas. Por lo tanto, el aEEG y el NIRS podrian estar subestimando los
efectos de la hipoxia aguda sobre la funcién neuronal.

Pudimos confirmar cambios ultraestructurales en la mitocondria desencadenados por

hipoxia.

Perspectivas

Los fendmenos a nivel celular/molecular que son claros y diferentes entre un primer y

un segundo evento asfictico, no se reflejan tan claramente en equipos de monitoreo encefalico
no invasivo, lo que requiere continuar estudiando la correlacion en estos fendmenos graves y su

expresion en monitores que podemos tener en los pacientes al momento de su asistencia.
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En futuros trabajos quedaria por estudiar si esta falla energética en hipoxias agudas

reiteradas persiste en el tiempo (en horas por ejemplo), cuél es la correlacion entre la paO2 y/o
saturometria de pulso con la falla energética y su reversibilidad en el tiempo.
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