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La infusion de yohimbina induce cambios
noradrenérgicos en ratas con dano cerebral motor
y facilita la recuperacion funcional motora

Rigoberto Gonzalez-Pifia,* Alfonso Alfaro-Rodriguez,** Antonio Bueno-Nava,*** Alberto Avila-Luna,**

Resumen

Introduccion: se ha propuesto que la noradrenalina es uno
de los neurotransmisores que dirige la recuperacion funcional
después del dafio cerebral. Se considera que son los receptores
noradrenérgicos alfa-2 quienes juegan un papel importante para
el restablecimiento de las funciones al modular el contenido de
noradrenalina. Objetivo: estudiar el papel de los receptores alfa-
2 sobre los contenidos totales de noradrenalina en el cerebelo
y el puente de ratas con dafio cortical motor inducido con hierro
dextrano.

Material y métodos: se utilizaron 15 ratas Wistar asignadas a
tres grupos: control (n = 5) con infusion intracortical de solucion
salina; lesionado (n = 5) con infusién intracortical de hierro dextrano
e infusion intraventricular de solucién salina, y lesionado + yohimbina
(antagonista de receptores alfa-2) (n = 5) que recibieron hierro
dextrano y una infusién intraventricular de yohimbina. La evaluacion
conductual motora se realizé6 mediante el paradigma de la barra de
equilibrio. Tres dias después de la cirugia, se extrajeron tanto los
lados derecho e izquierdo del puente, y hemisferios cerebelares.
Los tejidos se procesaron para el andlisis de noradrenalina mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Resultados: los animales administrados con yohimbina
presentaron incremento de noradrenalina en el lado derecho del
puente y disminucién de ésta en el hemisferio derecho cerebelar,
mientras que el déficit motor es menor que en los animales
lesionados.

Conclusion: el bloqueo de los receptores presinapticos alfa-2
dirige a un incremento de noradrenalina en el locus coeruleus que
protege parcialmente de los efectos de la lesién cerebral.
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Abstract

Introduction: It has been proposed that noradrenaline is one of the
neurotransmitters involved in the functional recovery. In this sense,
it has been proposed that the alpha-2 noradrenergic receptors play
an important role in the functional reinstatement. Objective: the
aim of this work was to study the role of the alpha-2 noradrenergic
receptors on the noradrenaline contents in cerebellum and pons of
rats iron-injured in the motor cortex.

Methods: Fifteen male Wistar rats were allocated in three groups:
control (n = 5) with intracortical infusion of saline (0.9%), injured
(n = 5) with intracortical infusion of dextran iron and intraventricular
infusion of saline, and injured + yohimbine (alpha-2 receptor’s
antagonist; n = 5) that received an intracortical infusion of dextran
iron and also an intraventricular infusion of yohimbine. Motor
behavior was assessed by means of the beam-walking paradigm.
Three days after surgeries, the animals were sacrificed and the
left and right sides of the pons and the cerebellar hemispheres
were extracted. Tissues were prepared for noradrenaline analysis
by means of high performance liquid chromatography.

Results: We observed that the yohimbine-treated animals had a
noradrenaline increase in the right side of the pons and a decrease
in the right cerebellar hemisphere.

Conclusion: It is concluded that the blockage of the alpha-2
receptors leads to an increase of noradrenaline in the locus
coeruleus, which retards the effects of the cerebral injury.
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Introduccion

El dafio cerebral significa un problema importante para la
salud, pues quien lo padece sufre de graves consecuen-
cias. De acuerdo a Goldstein,' el déficit motor es una de
las principales secuelas, que produce limitaciones impor-
tantes para el funcionamiento de la persona en su cotidia-
neidad. El dafio cortical por ablacién produce restricciones
motoras similares a la hemiplejia.>* Segtn la definicion de
Farreras-Valenti y Rozman,* ésta es la pérdida de la facultad
para realizar movimientos dominados por la accioén volun-
taria, circunscrita en la mitad derecha o izquierda a partir
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del plano corporal medio. Esta afectacion también provoca
secuelas en el drea motora fina con la que se involucra el
habla, y ademés se ven comprometidas las habilidades de
comunicacion.?

La lesion cortical motora ha sido replicada en el labo-
ratorio con animales experimentales, en los que se ha ob-
servado una recuperacion espontanea. En consecuencia, el
modelo es Util para estudiar los mecanismos que conllevan
al proceso de recuperacion funcional.’

Las investigaciones realizadas en animales sugieren que
la recuperacion después de una lesion focal puede ser mo-
dulada por la administraciéon de medicamentos de forma
sistémica, éstos impactan sobre los neurotransmisores de
forma especifica y originan una nueva alternativa para
mejorar las consecuencias originadas por un dafio en hu-
manos.! Ademas, segun Feeney et al.,® la maduracion de la
lesiéon puede ser una oportunidad para intervenir y revertir
la progresién de los procesos patolégicos que dan lugar a la
muerte neuronal.

En este sentido, se ha reportado que la noradrenalina es un
neurotransmisor importante en la recuperacion después del
dafio cerebral” y que incluso esta circunscrito a regiones es-
pecificas del cerebro, tales como el cerebelo y el puente.® Esta
es una sustancia estimuladora de la funcion motora, en conse-
cuencia, su déficit se relaciona con la reduccion de la misma.’°

El principal objetivo de cualquier tratamiento terapéu-
tico es la promocién de la recuperacioén funcional, es por
eso que la administracién de noradrenalina, anfetaminas y
precursores exdgenos se pueden considerar opciones para
lograr dicho objetivo en pacientes con dafio cerebral mo-
tor.?® Existe s6lo un estudio donde la yohimbina fue uti-
lizada en pacientes con dafio cerebral, se encontrd que
ésta facilita la recuperaciéon motora cuando se administra
en dosis tnica después de un dafio cortical unilateral.!* La
yohimbina es un alcaloide abundante en la corteza del ar-
bol Pausinystalia yohimbe y ha sido ampliamente utiliza-
da como antihipertensivo, aunque también tiende a elevar
la presion sanguinea durante el reposo, se ha identificado
como antagonista de los receptores noradrenérgicos alfa-
2;12 estos receptores regulan la liberacién de noradrenalina
en las terminales noradrenérgicas del sistema nervioso!® y
su activacion disminuye la liberacion de noradrenalina en la
terminal sinéptica.*

El uso de otras substancias que aumentan la actividad
del sistema noradrenérgico reduce en poco tiempo las li-
mitaciones motoras originadas por el dafio en animales ex-
perimentales.® Adicionalmente, cuando estos firmacos se
administran en humanos, los movimientos voluntarios se
restablecen en pacientes hemipléjicos."!* Todo esto sugiere
la posibilidad de que los mecanismos basicos que dirigen la
recuperacion funcional sean similares tanto en la rata como
en el humano.'®

El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos
noradrenérgicos y su sustrato anatémico, mediante la ad-
ministraciéon de un antagonista noradrenérgico presinapti-
co, en la recuperacion funcional motora después del dafio
cerebral inducido por hierro dextrano en ratas.

Como hipdtesis, se esperaria entonces que la yohimbina
bloquee a los receptores noradrenérgicos alfa-2, estimulan-
do la liberacion de noradrenalina y de esta manera, preven-
dra de las secuelas del dafio.

Material y métodos

Se utilizaron 15 ratas macho de la cepa Wistar con un peso
entre 350-400 g. Los animales se mantuvieron durante el
experimento en cajas de acrilico, con una dieta comercial
con pellets para roedores (Purina®) y agua purificada. Adi-
cionalmente, tuvieron ciclos de luz / oscuridad de 12 horas
respectivamente y una temperatura ambiente entre los 18
y 22°C. El manejo de las ratas se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones para la produccion, cuidado y uso de ani-
males de laboratorio.!” El trato prodigado se ajusté a los
principios éticos de la investigacion con animales, conte-
nidos en el Anexo XV-A del mismo manual y que se han
adoptado como normas internacionales.

Previo a la cirugia, los grupos fueron divididos de forma
aleatoria para formar tres grupos de cinco animales cada
uno. El primer grupo (control) recibio una infusion a nivel
cortical de solucion salina (con un flujo de 2 pl por minuto).
El segundo, recibidé una infusion a nivel cortical de hierro
dextrano (Hydex® 60 ul / 1 ml de solucion salina con un
flujo de 2 pl por minuto) y a nivel ventricular solo se le ad-
ministré solucion salina (con un flujo de 5 ul por minuto).
El tercer grupo recibi6 una infusion cortical de hierro dex-
trano (Hydex® 60 ul/ 1 ml de solucién salina con un flujo
de 2 pl por minuto) y una infusién intraventricular de yo-
himbina (0.4 mg / ml de solucion salina con un flujo de 5 pl
por minuto). Antes de someter a las ratas a cirugia estereo-
taxica, se entrenaron para pasar caminando sobre una barra
de equilibrio de madera con el fin de evaluar la coordina-
cion motora global, segiin el método descrito por Bueno
Nava et al.,’ y se tomaron 4 registros basales. Al cuarto dia
de registro, se practicaron las cirugias correspondientes y se
continud con la evaluacion motora por tres dias, obteniendo
siete sesiones conductuales en total.

Los procedimientos para la administracion de sustan-
cias se realizaron mediante cirugia estereotaxica para la
cual se pesé a cada rata de investigacion para determinar
la dosis exacta de anestesia a utilizar (ketamina- xilacina
100 mg / kg — 5 mg/kg) ésta se coloco por la via intrape-
ritoneal y una vez anestesiadas se montaron en un aparato
estereotaxico (Stoeling) colocando los lapices del equipo
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en los orificios auriculares y los incisivos sobre el soporte
disefiado para ello. El craneo fue expuesto por medio de
una incision con bisturi sobre el cuero cabelludo. Se rea-
liz6 una trepanacién (diametro de 1 mm, aproximadamen-
te) usando un taladro quirtrgico (XL-30W Osada Electric)
sobre la corteza motora representativa del miembro pos-
terior izquierdo, localizada en las siguientes coordenadas:
anteroposterior 2 mm, lateral 2 mm y profundidad 1 mm
con respecto a bregma segun Hall y Lindholm.!® Para la
administracion de salina o yohimbina intraventricular se
utilizaron las coordenadas: anteroposterior 0.8 mm, late-
ral 1.5 mm y profundidad 3.5 mm con respecto a bregma,
seglin el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson.!” Poste-
riormente, para la administracion de las sustancias se in-
sertaron por separado, tres agujas de calibre 28 acopladas a
micromangueras (CMA, FEP TUBING, 10 ul/ 10 cm). A su
vez, estas mangueras se encontraban conectadas a jeringas
Hamilton (1 ml) las cuales fueron colocadas en una bomba
de microinfusion (CMA 400 Syringe Pump) calibrada a dis-
tintos flujos seglin la sustancia a administrar. Al terminar, se
sutur6 el cuero cabelludo con catgut 00 y se proporcionaron
los cuidados postoperatorios necesarios. La figura 1 mues-
tra una imagen de la preparacion quirdrgica para el acceso
al cerebro, con los lapices de acero colocados en los orifi-
cios auriculares y los incisivos en la plataforma adecuada
para ello. La rata se encuentra con el vientre sobre un col-
chon térmico que regula la temperatura durante la cirugia.
Se observa también una canula sobre el crdneo, a través de
la que se administran las sustancias para causar la lesion,
solucidn salina o la yohimbina.

Después de 72 horas las ratas fueron sacrificadas, proce-
dimiento que se realiz6 en este punto considerando que se
ha descrito que el déficit motor alcanza su maximo en este
tiempo después de realizada la lesion.® Los cerebros fue-

Figura 1. Fotografia de una rata Wistar que muestra el montaje ade-
cuado sobre el aparato estereotaxico (ver texto para detalles).

ron extraidos y divididos en hemisferio izquierdo y derecho
para después separarlos por estructuras, las cuales corres-
pondieron a los hemisferios cerebelares derecho e izquierdo
asi como el puente derecho e izquierdo. Todas las muestras
fueron colocadas en 1 ml de solucion antioxidante compues-
ta de 500 ml de agua 2.7 ml de 4cido perclérico (HCIO,) al
70% y 0.5 g de metabisulfito de sodio que después fueron
maceradas en un sonicador ultrasénico (Ovni-Ruptor 250),
centrifugadas a 15,000 rpm en una ultracentrifuga a 4°C
durante 20 minutos y mantenidas en un ultracongelador a
-70°C (REVCO, Ultimall) hasta el momento de su analisis
por cromatografia.

El contenido de noradrenalina de cada muestra, se deter-
minod por cromatografia de liquidos de alta resolucion con
deteccion electroquimica (HPLC-ED) de acuerdo al método
descrito por Gonzalez Pifia et al.”

El analisis estadistico consistio en ANOVA simple para
comparar las medias de los contenidos totales de noradre-
nalina obtenidos de ambos hemisferios del cerebelo y de
ambos lados del puente y una prueba pos Hoc de Tukey, ya
que estos datos fueron obtenidos a partir de la interpolacion
de una curva de concentraciones conocidas en el HPLC-
ED. Por otro lado, los resultados del analisis conductual
se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Krus-
kal Wallis y un analisis pos hoc de U de Mann Whitney
debido a la naturaleza ordinal de los datos. El nivel de pro-
babilidad empleado fue de 0.05 para todos los casos.

Resultados

Los niveles de noradrenalina hallados en los animales que
recibieron el hierro dextrano se encontraron significativa-
mente disminuidos en el lado izquierdo del puente, en com-
paracion con los hallados en el grupo control (p < 0.01). En
el caso de las ratas tratadas con yohimbina, se descubri6 in-
cremento significativo de los niveles de noradrenalina en el
lado derecho del puente (p <0.01) y disminucion en el lado
izquierdo tanto en el puente como en el cerebelo (p < 0.01)
Todos estos cambios fueron con respecto al grupo control,
aunque el incremento observado en las ratas lesionadas ad-
ministradas con yohimbina también fue significativo con
respecto al grupo lesionado (Cuadros I y II).

Por otro lado, el estudio conductual mostrd que los ani-
males a los que se les administré la yohimbina presentaron
un desarrollo lento de las secuelas del dafio con respecto
a los animales lesionados. Al final del estudio, todos los
animales alcanzaron un grado similar de recuperacion fun-
cional (Figura 2). Se observo que las calificaciones fueron
iguales en todos los animales y que al dia 4, en el que se rea-
lizaron las cirugias, cada grupo de ratas mostrd diferentes
tendencias. Se resalta que las ratas tratadas con yohimbina
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Cuadro I.

Contenido total de noradrenalina en el puente
(MM / g de tejido fresco)

Lado derecho Lado izquierdo

Control 137.73 £ 16.36 223.18 £ 13.64
Hierro 149.09 + 14.09 168.18 + 20.452
Yohimbina 198.64 + 32.27ab 155.91 + 9.55°

Se muestran los contenidos de noradrenalina encontrados en las
diferentes porciones del puente estudiadas. Los datos corresponden
a la media + error estandar de la media. Control, ratas a las que se
les administré solucion salina en la corteza motora. Hierro, ratas a las
que se les administr6 10 pl de una solucién de hierro dextrano (60 pl/
ml) en la corteza motora y solucién salina intraventricular. Yohimbina,
ratas a las que se les administré hierro dextrano en la corteza motora
y yohimbina (0.4 mg) intraventricular. a. significativo con respecto a
control, b. significativo con respecto a hierro. ANOVAy pos hoc Tukey
(p <0.05)

Cuadro Il.

Contenido total de noradrenalina en cerebelo
(MM/g de tejido fresco)

Hemisferio derecho Hemisferio Izquierdo

Control 81.82 +11.36 83.64 +10.91
Hierro 66.82+ 591 74.55+15.91
Yohimbina 44.09 £ 3.64a° 64.55+ 9.09

Se muestran los contenidos de noradrenalina encontrados en los
hemisferios cerebelares. Los datos corresponden a la media * error
estandar de la media. Control, ratas a las que se les administro
solucion salina en la corteza motora. Hierro, ratas a las que se les
administré 10 pl de una solucién de hierro dextrano (60 pl/ml) en
la corteza motora y solucién salina intraventricular. Yohimbina, ratas
a las que se les administré hierro dextrano en la corteza motora y
yohimbina (0.4 mg) intraventricular. a. significativo con respecto
a control, b. significativo con respecto a hierro. ANOVA y pos Hoc
Tukey (p < 0.05)

presentan un déficit motor menor que el que se observa en
las ratas lesionadas.

Discusion

Los resultados obtenidos muestran un proceso de inhibicién
funcional noradrenérgica a nivel pontino y a nivel cerebe-
lar, que se encuadra en la teoria de la diasquisis."”” En esta
teoria, se plantea que las secuelas de la lesion son debidas a
la inhibiciéon metabdlica de sitios alejados del area dafiada,
pero relacionados anatdémicamente con estas. Se sabe que
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Figura 2. Resultados del analisis motor mediante el paradigma de la
barra de equilibrio. No se muestran los errores estandar de la media
para evitar la congestion de lineas en la grafica. a. hierro significa-
tivo con respecto a control; b. hierro y yohimbina significativos con
respecto a control. Kruskall-Wallis y pos hoc U de Mann Whitney
(p < 0.05).

las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus, locali-
zado en el puente, proyectan hacia la corteza y que estas
mismas neuronas también proyectan hacia el cerebelo.!”?
De esta forma, la disminucion de noradrenalina en el lado
izquierdo del puente observada en los animales lesionados
puede ser explicada como una inhibicién noradrenérgi-
ca producida por la lesidn cortical inducida por el hierro
dextrano. Considerando que Feeney y Sutton! describieron
que la administracion de yohimbina facilita la recuperacion
funcional después del dafo, nuestros resultados muestran
que la yohimbina induce incremento de noradrenalina en
el lado derecho del puente aunque no del lado izquierdo,
mostrando que la reaccion pontina ante la lesion cortical es
ipsilateral al dafio. Sin embargo, hay que considerar que la
yohimbina también actua sobre el sistema dopaminérgico y
serotonérgico, por lo que de ser el caso, entonces los recep-
tores presinapticos alfa-2 no son los unicos involucrados
en la recuperacion funcional. Por otro lado, es posible que
al momento en el que los eventos subyacentes a la lesion
terminan, los niveles de noradrenalina se restablecen y se
presenta la recuperacion. Esto ya ha sido documentado por
Bueno Nava et al.,® que reportaron que el hierro puede favo-
recer la formacion de radicales libres en el tejido cerebral,
lo que causa degeneracion de fibras de la corteza con necro-
sis (y posiblemente apoptosis, muerte celular genéticamen-
te programada) es lo que causaria la disminucion de nora-
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drenalina, ya que estos autores reportaron incremento de la
peroxidacion lipidica, indicador de la actividad de radicales
libres, en el puente. Cuando estos niveles de peroxidacion
disminuyeron, los niveles de noradrenalina se restablecie-
ron y esto se relaciond con la recuperacién conductual del
movimiento. Asi, es importante continuar con el estudio de
las secuelas del dafio desde un punto de vista conductual, en
el caso de la inyeccion de hierro dextrano, pues esta forma
férrica es mds estable, por lo que se espera que la genera-
cion de radicales libres se puede sostener por mas tiempo
que en el caso de la inyeccion de hierro ferroso, que fue el
utilizado en el trabajo descrito.

Conclusiones

Los mecanismos de recuperacion deben estudiarse con pro-
fundidad, pues en el caso del hombre, el hierro se puede
liberar en el cerebro mediante la hemorragia subaracnoidea,
ya que la hemoglobina lo contiene. Si bien entre la rata y
el hombre hay millones de afios de evolucion, los procesos
basicos de recuperacion parecen ser muy similares, se ha
reportado que la administracion de anfetamina, un agonis-
ta noradrenérgico, es capaz de inducir recuperaciéon motora
en la rata y también en el humano, corrigiendo incluso los
problemas del habla en pacientes con dafio cerebral motor.

En este trabajo se demostré que la yohimbina, al ser un
bloqueador de los receptores noradrenérgicos alfa-2, induce
incremento de noradrenalina que protege a los animales de
las secuelas del dafio cerebral.

Estos resultados contribuyen en la busqueda de estrate-
gias farmacoldgicas para el tratamiento de la discapacidad
motora provocada por dafio cerebral tales como la hemiple-
jia y otras discapacidades derivadas.
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