Int. J. Morphol.,
32(2)531-536, 2014.

El Pirofosfato de Tiamina Reduce el Daifio Celular
Inducido por Hipoxia en el Cerebro de Ratas Neonatas

Thiamine Pyrophosphate Reduces Hypoxia-Induced Cellular Damage in Neonatal Rat Brain

Armando Valenzuela Peraz&'; Marco A. Martinez Avila™; Miguel Angel Jiménez Bravo-Lund”;
Leticia Granados-Rojas; Julieta G. Mendoza-Torreblancd & M. Gerardo Barragan Mejia™

VALENZUELA, P. A;; MARTINEZ, A. M. A.; JIMENEZ, B. M. A.; GRANADOS-ROJAS, L.; MENDOZA-TORREBLANCA, J.
G. & BARRAGAN, M. M. G. El Pirofosfato de Tiamina reduce el dafio celular inducido por hipoxia en el cerebro de ratas hebnatas.
J. Morphol., 32(2)531-536, 2014.

RESUMEN: La encefalopatia por hipoxia es causa de discapacidad y requiere de nuevas estrategias terapéuticas. El pirofosfato de
tiamina (PPT) es un cofactor esencial de enzimas fundamentales en el metabolismo de la glucosa, cuya disminuciéon pueda conducir
falla en la sintesis de ATP y a la muerte celular. El objetivo de este estudio fue determinar si la administracién de P&iyguebdario
celular en un modelo de hipoxia neonatal en ratas. Animales de 11 dias de edad fueron tratados con PPT (130 mg/kgxarodosis Uni
solucidn salina, una hora antes del protocolo de hipoxia o al término de ésta. Los cerebros fueron colectados paranalelvdafacio
celular. Ademas, se tomaron muestras sanguineas para evaluar los indicadores gasométricos de presion de dioxido deasboeo (PaC
oxigeno (PaQ) en sangre arterial y pH. Los resultados muestran que la administracion de PPT previa a la induccion de hipoxia, reduce el
dafio celular y restablece los indicadores gasométricos. Estos datos indican que el uso de PPT reduce el dafio indusakiapen la hi
animales neonatos.

PALABRAS CLAVE: Pirofosfato de tiamina; Hipoxia; Dafio celular; Gasometria hemética.

INTRODUCCION

Con una incidencia de entre 1 y 6 por 1000 recién Varias alternativas terapéuticas han sido utilizadas
nacidos vivos (Ferriero, 2004) la hipoxia es causa impquara el tratamiento de las lesiones secundarias a eventos
tante de morbimortalidad cuando ocurre en la etapa neonaahdxicos; entre ellas: hipotermia, administracion de
Las secuelas mas importantes asociadas son: paralisis cat@padores de radicales libres, bloqueadores de canales de
bral, discapacidad cognoscitiva y epilepsia (Delivoriacalcio y moduladores de los canales K(+)-ATP (Sameshima
Papadopoulos & Mishra, 1998). & Ikenoue, 2013); algunas han sido incorporadas a la prac-

tica clinica con relativo éxito. Sin embargo, adn no ha sido

Al ocurrir un evento severo, la reserva energética dgbsible desarrollar un tratamiento dirigido a prevenir el dafio
tejido se agota. Ante la falta de energia necesaria para restular generado por un evento hipéxico. Tomando en con-
blecer el funcionamiento normal, la célula entra en una fasieleracion que el dafio es progresivo y depende en gran
de paralisis metabdlica que la puede llevar a la muergedida del aporte energético a la célula, una de las alterna-
(Martin et al, 2003). Aunado al evento hipéxico, se deseriivas podria ser la administracion de moléculas que actlen
cadenan una serie de procesos: acidosis lactica, incremeattdas vias enzimaticas relacionadas con la produccion de
en los niveles de glutamato, generacién de especies reactasrgia con el objeto de reducir la magnitud del dafio.
de oxigeno y estrés oxidante, acumulacién de calcio
intracelular y activacién de la respuesta inflamatoria inmu- La tiamina es una vitamina que ejerce su accién
ne, los cuales contindan generando dafio al cerebro por metabdlica principalmente a través del pirofosfato de tiamina
chas horas después de que el aporte normal de oxigengRfT), el cual es un cofactor indispensable en la activacion
sido restablecido (Delivoria-Papadopoulos & Mishra).  de la piruvato deshidrogenasa (PDH), la alfa-ceto glutarato
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deshidrogenasa{CGDH), la alfa-ceto acido deshidro- Para la exposicién se utilizé una camara de acrilico,
genasa y la trancetolasa; enzimas involucradas en los pron temperatura controlada, con atmoésfera homogéneay con-
cesos de generacion de energia a través del ciclo de Krelr®bde los niveles de oxigeno por medio de un oximetro
de las pentosas (Martiet al). Estudios previos, han de- (MiniOX Ill, Medical Products PITTSBURGH, PA, 15230).
mostrado que el encéfalo es muy sensible a la disminuci@hmomento de introducir los animales a la camara, la con-
de la concentracién de tiamina y que esto puede produo@ntracién de oxigeno tenia una saturacién del 21%, poste-
alteraciones del aporte de energia proveniente del metabormente se administré una mezcla de gases que contenia 10%
lismo oxidativo de los nutrientes (Hass, 1988). de didxido de carbono (CPy 90% de nitrdgeno (Vannucci
et al, 2001). En el otro extremo la valvula de salida y por
Anteriormente, se ha reportado la capacidad de aedio de un oximetro (el cual tiene un sensor de oxigeno en
tiamina para proteger a cardiomiocitos cultivados de ratiscamara de gases), se monitored la concentracion de oxige-
neonatales en contra del estrés hipéxico (8hat, 2004). no a fin de mantener la concentracion al 8%. Después de 120
También se ha observado que la administracién de PPT pron de exposicion a la mezcla de gases, los animales fueron
duce un efecto anti-hipoxico atribuido al incremento en l&tirados y se dejaron recuperar durante 15 min bajo condi-
utilizacion de alfa-cetoglutarato en el tejido nervioso a traiones ambientales. Los animales fueron regresados con sus
vés de la activacion de las vias det#€GDH y la Gaba madres por 24 h, y al término de este tiempo fueron sacrifica-
transaminasa (Rozane¥ al, 1990). Sin embargo, se des-dos para la evaluacion histoloégica y gasométrica.
conoce el efecto de la administracidrvivode PPT, sobre
el tejido nervioso, ante la exposicidn a un evento hipéxicAnalisis histoldgica Veinticuatro horas posteriores al trata-
Por ello, el objetivo del presente estudio fue investigar eliento, todos los animales fueron anestesiados con
potencial protector del PPT utilizando un modelo de dafpentobarbital (70 mg/kg/ip), perfundidos por via intracardiaca,
neuronal inducido por hipoxia neonatal. con solucion salina y posteriormente con paraformaldehido
al 4% en buffer de fosfatos 0,1 M, pH 7,4. Los cerebros fue-
ron removidos rapidamente y colocados en la misma solucién
MATERIAL Y METODO fijadora por 24 h. El encéfalo se dividid en tres secciones
coronales, los blogques de tejido se incluyeron en parafinay se
obtuvieron cortes coronales dgnd cada 25(m. Los cortes
Se utilizaron ratas macho Wistar de 11 dias de edackron tefiidos con fuccina acida/tionina (Gutral, 1997)
(P11) ya que de acuerdo con Vannit@l (1999), el desa- para la valoracion del dafio celular.
rrollo del cerebro a esta edad es histolégicamente similar al
de los infantes humanos cercanos al nacimiento. El proce-  Dos observadores ciegos a los procedimientos expe-
dimiento para todos los animales fue aprobado por el comimentales, clasificaron la presencia y grado de dafio en los
té de ética institucional. cerebros de cada animal. El criterio para la semi-
cuantificacion de células dafiadas por campo fue de acuerdo
Los animales para experimentacién fueron obtend cuatro categorias. - = ausencia de dafio 0; * = escaso 1-10;
dos de ratas con fecha de gestacion similar, las cuales ftie= moderado 11-30; *** = abundante 31 en adelante. Las
ron alojadas en cajas individuales con libre acceso al agueéjulas que presentaban una gran afinidad al colorante
al alimento. Las crias permanecieron con sus madres hggianéticas) se tomaron cémo células dafadas (Langmeier
el inicio de las maniobras experimentales y fueron asignei-al., 2006).
das de manera aleatoria a los siguientes grupos (n=10 crias):
1. Control sin manipulacién, 2. Con administracion de PPGasometria hematicaPara comprobar que se genero el even-
(130 mg/kg/ip) una hora antes de ser sometidos a hipoxaehipdxico, se cuantificaron los niveles de pH, PaZPaQ
(H+PPTpre), 3. Con administracion de PPT (130 mg/kg/igYanucciet al, 2001). Veinticuatro horas después del evento
inmediatamente después de ser sometidos a hipokipdxico se tomaron muestras sanguineas de la aorta a nivel
(H+PPTpost), 4. Con administracion de Solucién Salina uahdominal con un microtomador de muestras (MultiCaps-S,
hora antes de ser sometidos a hipoxia (H+SSpre), 5. Ceremens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY
administracion de Solucién Salina inmediatamente despui591.5097 USA), de 234 con 6UI de heparina de sodio y
de ser sometidos a hipoxia (H+SSpost) 9 Ul de heparina de Litio por 1Q0. El analisis se llevé a
cabo con un analizador de gases sanguineos (Rapidlab 1200,
Modelo de hipoxia EI modelo consiste en la exposicion deSiemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY
los animales a 8% de oxigeno (Rateal, 1981) balanceado 10591.5097 USA). Se consideraron como valores normales
con nitrégeno, a una temperatura d&G3§ humedad relativa 7,35-7,45 para €l pH; 35-45 mmHg para €l PaZ@e 80—
de 60-70%, por periodos de 120 min con 24 h de reczipara 100 mmHg para €l Pa@Zehendneet al 2013).
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Estadistica Los datos se presentan como promedioror  trol, las neuronas exhiben una morfologia normal, i.e. mem-
estandar (EE) en graficos y tablas. Para la comparacionkdana nuclear con bordes bien definidos, cromatina fina, nu-
los valores de los diferentes indicadores entre los grupteos evidentes y neurdpilo homogéneo (Fig. 1a, d y g). Sin
experimentales, se utilizé la prueba de analisis de variaremabargo, en los animales que no fueron tratados con PPT se
(ANOVA), previa comprobacién de la homogeneidad de lggesenta mayor cantidad de células dafiadas en las cuales se
varianzas. Las comparaciones multiples entre grupos fumsserva un proceso de acidofilia gradual, evidenciada por el
ron realizadas utilizando la prueba de Tukey-Kramer. Lascurecimiento de los nucleos y citoplasma, contraccion del
valores dex<0,05 fueron considerados estadisticamente sigericarion y pérdida de los limites de la membrana
nificativos. Los analisis fueron hechos usando el softwac#oplasmatica y nuclear con desorganizacion celular total (Fig.
JMP version 7 de SAS Institute. 1b, e y h). El dafio que presenta el grupo de animales con
tratamiento de PPT, una hora antes del evento hipdxico, esta
representado por la presencia de algunas células picnéticas
RESULTADOS alternadas con células normales (Fig. 1c, fy i)

Los datos de los grupos a los que se les administré
Los resultados del andlisis histoldgico muestran quePT inmediatamente después de ser sometidos a hipoxia,
los animales a los que se les administré PPT una hora antesalese muestran ya que el dafio que se observa es similar al
ser sometidos al protocolo de hipoxia presentan, en todasda$ grupo que no recibié PPT evidenciando que a nivel
areas estudiadas, menor dafio que los animales que no fuenanfol6gico la administracién de PPT bajo este esquema
tratados con PPT (Tabla l). En el cerebro de los animales coio-protegié del dafio inducido por la hipoxia.

Fig. 1. Fotomicrografias que muestran 3 diferentes zonas del cerebro de los animales control (a, d, g), someti-
do a hipoxia (b, e, h) y con tratamiento de PPT una hora antes del evento hipdxico (c, f, i). Las células normales
exhiben una morfologia con membrana nuclear con bordes bien definidos, cromatina fina, niicleos evidentes y
neurodpilo homogéneo (flechas; ver recuadros). Las células dafiadas presentan acidofilia gradual, evidenciada
por el oscurecimiento de los nicleos y citoplasma, contraccion del pericarion y pérdida de los limites de la
membrana citoplasmatica (cabeza de flecha; ver recuadros). Los animales que no fueron tratados con PPT
presentaron gran cantidad de células dafiadas, mientras que los animales tratados con PPT, una hora antes del
evento hipdxico, muestran la presencia de algunas células picnéticas alternadas con células normales.
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E Los resultados del andlisis gasométrico de las mues-
tras sanguineas de los grupos tratados con PPT una hora an-
tes de la hipoxia y al término de esta, revela que todos los
indicadores tienen valores semejantes a los del grupo con-
trol. Mientras que los animales que no recibieron tratamien-

s to con PPT, muestran valores significativamente menores

PP previs de pH y PaQ) y mayor concentracion de Pagn respec-

e to del grupo que recibié PPT y el control (Figs. 2—4).

Hipoxia+SS Previa

@ Hipoxia+SS Post

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran una dismi-
cién del dafio neuronal s6lo cuando el PPT se administro
manera previa al evento hipoxico. En todas las areas va-

Grupos

Fig. 2. Los animales que no recibieron tratamiento con PPT muds?

tran valores significativamente menores de pH, en tanto que A ) ]
los tratados con PPT el pH es similar al del grupo control. Ld@radas, los animales tratados con PPT antes de ser someti-

datos presentan el promedi&E; * p<0.05. dos a hipoxia, presentaron menor dafio neuronal que los ani-

males con PPT posterior a la hipoxia o a los que no recibie-
ron tratamiento. Estos datos sugieren que el PPT, cuando se
administra previamente al insulto hipoxico, ejerce un efecto
protector celular. Con la administracion de PPT posterior a
la hipoxia se obse6 un dafio tisular similar a los animales
que no recibieron PPT, esto indica que una vez que se ha ini-
E— ciado el proceso de muerte celular practicamente no existe
iy posibilidad de revertirlo. Por otra parte, se observo que la ad-
amssreia MINIStracion de PPT ya sea previa o posterior al evento
il hipoxico normaliza los valores de pH, Pag®aQ. Lo que
concuerda con Lindenbaum & Larrieu (1989) quienes obser-
varon que la administracién del PPT favorece la normaliza-
cion del pH, la reserva alcalina y el consumo de oxigeno.
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. Como anteriormente se menciond, la tiamina actla
_ _ o _como un cofactor de enzimas tales como la PDH y-la
Fig. 3. Se aprecia una disminucion significativa en la presion PFEGDH, cuya disminucién puede conducir a una falla en la

cial de Q en los animales sometidos a hipoxia en comparacic’g?ntesis de ATP y contribuir a la muerte celular (Magtin

con el grupo control y los que recibieron PPT. Los datos present . .
el promedict EE: * p<0.05. 5\5. Al administrar el PPT, que es una molécula altamente

energética, es probable que se provea esa energia extra para
o la produccion de ATP que la célula necesita para reactivar
los canales i6nicos y los sistemas antioxidantes naturales del
cerebro para sobrevivir a la hipoxia (Yageal, 1992); per-
/7 mitiendo el funcionamiento normal de la célula o la activa-
cion de los mecanismos de detoxificacion. Datos obtenidos
en estudiof vitro sugieren que el PPT podria participar en:
Bcontol a) el reforzamiento del sistema antioxidante, funcionando
o como atrapador de radicales libres (Natgral, 2011); b)
ameinssieis g reduccion de la acumulacion excesiva de excitotoxinas (p
St gj. glutamato) y la reduccion intracelular de la acumulacion

7

Grupes

Fig. 4. En los animales sometidos a hipoxia se observa incremento

significativo de la presion parcial de ¢;@s animales del grupo

- . control y los que recibieron PPT muestran valores similares. Los
. datos presentan el promediBE; * p<0.05.

Grupos
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Tabla I. Semi-cuantificacion del dafio neuronal, encontrado en diferentes areas cerebrales, de ani-
males tratados y control.

Areacerebral Control Hipoxia H + PPTpre
Cortezafrontoparieta, area somatosensoria * *kk **
Cortezafrontoparietal, area motriz - bl *x
Corteza cingulada anterior - *kx **
Nudeo de limbo horizontal de la banda diagond - *oxk *x
NUdeo premamilar, ventral y dorsal - xR *x
N Udeo hipota amico posterior - * R *x
Area hipota &mi ca lateral * i ok
Cuerpo estriado o Putamen caudado - il *x
NUdeo taldmico ventroposterior - xRk i
Cortezaedtriada, &ea 18 - *okk **
Campo CA3 dd cuerno dd hipocampo - e *x
N Udeo supraquiasmético predptico * ** *
Cortezafrontd * ** *
Cortezapiriforme o corteza olfatoria primaia * *x *

Las células dafiadas fueron semi-cuantificadas de la siguiente manera: ( - ) ausencia, ( * ) escaso, ( **)
moderado, ( ***) abundante.

de calcio (Furukaweat al, 1997); y c¢) la inactivacion de serie de eventos que culminan con la muerte celular y que la

endonucleasas que producen peroxidacion de lipidos y dafieservacion de la ruta metabdlica que provee de energia a la

a la membrana (Dirnagt al, 1999). Los resultados de estacélula puede reducir en alguna medida el dafio neuronal.

investigacién si bien muestran que hubo una reduccién del

dafio celular a consecuencia de la administracion previa del

PPT, no son suficientes como para atribuir a algiin mecam§&sRADECIMIENTOS . A los laboratorios Manuell por

mo especifico del potencial neuroprotector del PPT, por ¢tonar la Carzilasa (PPT), a la EBC. Lina Romero Guzman

que futuros estudios son necesarios para conocer el melzfa del Laboratorio de Quimica Clinica del Instituto Na-

nismo de accion de esta molécula ante el evento hipéxicaonal de Pediatria por su valiosa ayuda en la realizaciéon de
los analisis de gasometria hematica, y al Dr. Bryan Phillips

Algunas investigaciones han mostrado que la tiamirfaarfan por la traduccion del resumen.
tiene efectos benéficos en varios trastornos del cerebro de pa-
cientes pediatricos, por ejemplo, en bebés de meses de edad

. . . LENZUELA, P. A.; MARTINEZ, A. M. A.; JIMENEZ, B. M.
con sindrome de West reduce los niveles de lactato y dlsﬁGRANADOS_ROJAS, L. MENDOZA-TORREBLANCA. J.

nuye la frecuencia de los espasmos (Netital, 1999). En la G. & BARRAGAN, M. M. G. Thiamine pyrophosphate reduces
encefalopatia de Wernicke, la administracion de altas dogigoxia-induced cellular damage in neonatal rat brain. J.

de tiamina por via intravenosa ha resultado en un tratamieMerphol., 32(2)531-536, 2014.

eficaz (Watanabet al, 2009). Lo anterior indica que la

suplementacion con tiamina podria reducir, en alguna medi- ~ SUMMARY: Hypoxic encephalopathy is a leading cause of

da, el dafio neuronal en humanos recién nacidos. Nuestrofgapility and requires new therapeutic strategies. Thiamine
ltados muestran que el PPT tiene efecto sélo si es admi r_ophosphate (TPP)isan es_sentlal cofactorqf fundamental enzymes
su q S X Volved in glucose metabolism. TPP reduction may lead to ATP
trado antes del evento hipoxico, y aunque resulta complicagi\thesis failure and cell death. The objective of this study was to
determinar con antelacion si un organismo estara o no expuegrmine if TPP administration can reduce cellular damage in a model
a un evento de este tipo en la etapa neonatal, resultaria intef@eonatal hypoxia in rats. Eleven day old animals were treated with
sante valorar el potencial del PPT como agente neuroprotecldtP (130 mg/kg) as a single dose or with saline solution one hour

en situaciones de alto riesgo, p.ej. en procedimientos de pdi%Pre the hypoxia protocol or after ending the protocol. The brains
complicado, identificacién de sufrimiento fetal, etc. were collected to evaluate.cellular damagg. Blood samplgs were also
collected to evaluate arterial oxygen tension (fpacarbon dioxide

tension (PaC¢) and acidity (pH). The results showed that TPP

administration previous to hypoxia induction reduces cellular damage
CONCLUSIONES. La administracién de PPT, una horaand reestablishes arterial blood gases. These data indicate that TPP
antes de un insulto hipoxico, reduce el dafio neuronaluge reduces the damage induced by hypoxia in neonatal animals.
estabiliza las constantes sanguineas de pH, PaBaQ, en o .
ratas neonatas. Estos hallazgos son congruentes con la hjps- KEY WORDS: Thiamine pyrophosphate; Hypoxia;

tesis de que la pérdida de aporte energético, desencadena lfﬁéonal damage; Arterial blood gas.
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