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EL TRATAMIENTO POST-ASFIXIA CON OLEOILETANOLAMIDA
SE ASOCIARIA A UN MEJORAMIENTO EN LA ACTIVIDAD

MOTORA EXPLORATORIA

Herrera, Maria Inés

Instituto de Investigaciones Cardioldgicas Profesor Doctor Taquini y Centro de Investigaciones de
Psicologia y Psicopedagogia, Universidad Catdlica Argentina

RESUMEN

La asfixia perinatal (AP), caracterizada por la suspension en el su-
ministro de oxigeno alrededor del nacimiento, continia siendo un
determinante de mortalidad y discapacidad en nifios. En el presente
estudio se evaluaron las consecuencias conductuales de un com-
puesto neuroprotector en asfixia perinatal (AP). EI compuesto utili-
zado fue un agonista endocanabinoide conocido como oleoiletano-
lamida (OEA), cuyo mecanismo neuroprotector consistiria en una
accion anti-inflamatoria. Se utilizé una muestra de 24 ratas, que se
dividio en 4 grupos: ratas asficticas (AP20), ratas asficticas someti-
das a tratamiento con OEA (AP20 OEA10), control de parto por ce-
sarea (C+), control de parto por cesarea sometido a tratamiento con
OEA (C+ OEA10). El método de induccion de AP empleado consistid
en un bafio térmico a 37° C por 20 minutos (asfixia severa). La dosis
de OEA administrada fue de 10 mg/kg. Se evaluaron los efectos del
tratamiento con OEA en los niveles de ansiedad y en la actividad
motora exploratoria por medio de la prueba Laberinto Elevado en
Cruz. Los resultados reflejaron una mejoria en la actividad motora
exploratoria en el grupo AP20 OEA10 respecto del grupo AP20, pre-
sentando el primer grupo un desempefio similar a los controles. No
se observaron diferencias significativas entre los grupos en cuanto
a los niveles de ansiedad.

Palabras clave
Asfixia perinatal (AP), Mecanismo neuroprotector, Laberinto Elevado
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ABSTRACT

THE POST-ASPHYCTIC TREATMENT WITH OLEYLETHANOLAMIDE
WOULD BE ASSOCIATED WITH AN IMPROVEMENT IN EXPLORATORY
LOCOMOTION

Perinatal asphyxia (PA), characterized by the suspension in the
oxygen supply around birth remains a determinant of mortality
and disability in children. In the present study the behavioral con-
sequences of a neuroprotective compound in perinatal asphyxia
(PA) were evaluated. The compound used was an endocannabinoid
agonist known as oleoylethanolamide (OEA), whose neuroprotecti-
ve mechanism would consist of an anti-inflammatory action. The
sample consisted of 24 rats which were divided into 4 groups:
Asphyctic rats (PA20), asphyctic rats subjected to treatment with
OEA (PA20 OEA10), control of cesarean delivery (C +), control of
cesarean delivery undergoing treatment with OEA (C+ OEA10). The
AP induction method employed was a water bath at 37 ° C for 20
minutes (severe asphyxia). OEA dose administered was 10 mg /
kg. The effect of treatment with OEA level on anxiety levels and
exploratory locomotion were evaluated in the Elevated Plus Maze
test. The results showed an improvement in exploratory motor acti-

vity in asphyctic rats subjected to treatment with OEA with respect
to PA20 group, the first group presenting a similar performance to
controls. No significant differences among the groups in terms of
anxiety levels were observed.

Key words
Elevated Plus Maze, Neuroprotective mechanism, Oleoylethanola-

mide (OEA), Perinatal asphy

1. INTRODUCCION

La asfixia perinatal (AP) es un sindrome clinico caracterizado por la
suspension del suministro de oxigeno antes, durante o después del
nacimiento (Adcock & Papile, 2008; Hill & Volpe, 1981). La inciden-
cia estimada de AP es de 1 cada 1000 nacimientos a término en
paises desarrollados y de 5 a 10 cada 1000 nacimientos a término
en paises en vias de desarrollo (McGuire, 2006). Dentro de este
grupo, muchos recién nacidos mueren durante el periodo neonatal.
Entre aquellos que sobreviven, un 20-30% presentaran secuelas
neuroldgicas, las cuales se observaran a corto o largo plazo bajo las
formas de paralisis cerebral, epilepsias, retraso mental y trastorno
por déficit de atencion e hiperactividad ((Nelson & Grether, 1998;
Paneth, 1993; Rice, Vannucci, Brierley, 1981; Romero Esquiliano,
Méndez Ramirez, Tello Valdés & Torner Aguilar, 2004; Titomanlio et
al., 2011). En otras palabras, la asfixia perinatal contintia siendo un
determinante de mortalidad y morbilidad neonatal (Sajjad ur Rah-
man, 2011; Weitzdoerfer, Pollak, Lubec, 2004).

Etimoldgicamente, asfixia significa falta de aire o respiracion. Se
habla de asfixia perinatal ya que ésta puede ocurrir antes del na-
cimiento, durante el embarazo, el trabajo de parto y el parto, como
también después del nacimiento (Gonzales, 2000). Las complica-
ciones mas comunes asociadas a la asfixia perinatal son la com-
presion del corddn umbilical, el desprendimiento de la placenta, y
el fracaso del recién nacido para comenzar a respirar (De Haan et
al., 2006).

La disminucion de oxigeno por si sola no basta para diagnosticar
asfixia perinatal. Existen para ello 4 requisitos formulados por la
Asociacion Americana de Ginecologia y Obstetricia (ACOG), es decir,
4 componentes o indicadores de asfixia perinatal:

Acidosis metabdlica (pH < 7.00), puntaje de Apgar 0-3 después del
5, minuto, signos neuroldgicos en el periodo neonatal (hipotonia,
convulsiones, coma, etc.), y complicaciones sistémicas en diferen-
tes drganos en el periodo neonatal (sistema nervioso central, renal,
pulmonar, cardiovascular, gastrointestinal, metabélico y hematolé-
gico) (Ramirez Benitez & Novoa Gonzalez, 2008, p. 163)
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Por el momento no hay ninguna forma de tratamiento establecida
para la asfixia perinatal. La neuroproteccion se presenta como una
alternativa terapéutica que intenta rescatar neuronas que de otro
modo moririan (Lépez Gomez, Castro, Bernardo, Megias y Blanco,
2000). Asi, por ejemplo, la terapia con estradiol y la hipotermia han
generado resultados favorables (Muiiiz et al., 2014; Saraceno et al.,
2010). Sin embargo, los tratamientos neuroprotectores adn conti-
ndan en fase de experimentacion animal (LOpez Gomez et al.).
Continuando la experimentacion en esta linea, en el presente estu-
dio se evaluaron las consecuencias conductuales de un tratamien-
to neuroprotector en un modelo experimental de asfixia perinatal,
tomando un compuesto que seria neuroprotector por presentar
propiedades anti-inflamatorias: Oleoiletanolamida (OEA) (Galan Ro-
driguez et al., 2009; Lo Verme et al., 2005; Sun et al., 2007). Se
aplicd un modelo inducido de asfixia perinatal en ratas, que produ-
ce alteraciones celulares, subcelulares bioquimicas y moleculares
con consecuencias en diferentes parametros comportamentales
(Bjelke, Andersson, Ogren & Bolme, 1991; Capani et al., 2009). La
prueba conductual utilizada fue el Laberinto Elevado en Cruz, mi-
diéndose la ansiedad y la actividad motora exploratoria.

2. MATERIALES Y METODO

2.1. Muestra

Se utilizaron 8 ratas prefiadas Sprague Dawley obtenidas del Biote-
rio Central de la Escuela de Ciencias Veterinarias de la Universidad
de Buenos Aires.

La muestra se dividié en 4 grupos: ratas asficticas (AP20), ratas
asficticas sometidas a tratamiento con OEA (AP20 OEA10), control
de parto por cesarea (C+), control de parto por cesarea sometido a
tratamiento con OEA (C+ OEA10).

En la presente investigacion se decidid no incluir el grupo control de
parto vaginal (CTL), ya que en estudios previos no se encontraron
diferencias significativas entre C+ y CTL (Galeano et al., 2011). Por
lo tanto, por una cuestion de ética, al no justificarse la utilizacion de
un mayor numero de animales para el grupo CTL, se decidi6 elimi-
nar este grupo. Se opto por el grupo G+, ya que el procedimiento
del parto por cesérea es mucho mas similar al procedimiento del
grupo AP20, que el procedimiento de parto vaginal.

2.2. Induccion de asfixia perinatal

Las crias fueron sometidas a asfixia severa (20 minutos) luego del
nacimiento por cesarea utilizando procedimientos desarrollados
originalmente por Bjelke y sus colaboradores (Bjelke, Andersson,
Ogren & Bolme, 1991) y luego modificados (Capani et al., 2009).

El dia esperado del parto, las ratas prefiadas son individualmente
observadas y cuando no mas de dos crias han nacido, el proceso se
inicia inmediatamente por decapitacion de las madres, y las trom-
pas del (tero son rapidamente apartadas a través de una incision
abdominal. Luego, una de las trompas es rapidamente abierta, las
crias son extraidas, el liquido amniético es retirado, y el cordon um-
bilical es ligado (Galeano et al., 2011). La otra trompa del Gtero es
sumergida en un bafio a 37°C durante 20 minutos, generandose
asi una asfixia severa (Capani et al., 2009). Inmediatamente des-
pués que la asfixia ha ocurrido, antes de ligar el cordon umbilical,
las crias son estimuladas a respirar a través de estimulacion tactil
intermitente por pocos minutos hasta que la respiracion regular es
establecida (Galeano et al.).

2.3. Tratamiento

El tratamiento respectivo se efectud dentro de la primera hora de
vida, por administracion subcutanea. El vehiculo utilizado fue 1:1:9
DMSO, Tween 80 y NaCl. La dosis de OEA administrada fue de 10
mg/kg.

2.4. Evaluacion conductual

La prueba conductual realizada fue el Laberinto Elevado en Cruz
(Pellow, Chopin, File & Briley, 1985). El aparato consiste en una pla-
taforma central cuadrada negra de melamina (11 cm. x 11 cm.) de
la cual irradian cuatro brazos negros de melamina (50 cm. x 11
cm.) separados a 90° de cada uno. Dos de estos brazos se deno-
minan protegidos o cerrados porque tienen una pared (40 cm. de
alto) alrededor de su perimetro pero no en la entrada. Los otros dos
brazos, en cambio, se conocen como desprotegidos o abiertos por-
que no tienen estas paredes. Se considera enfrada al brazo cuando
la rata introduce sus cuatro extremidades en un brazo del aparato.
El laberinto es elevado a 1 m. del piso por cinco patas, uno debajo
hacia el final de cada brazo y otro debajo de la plataforma cuadrada
central. La intensidad de la luz en los brazos abiertos es de 85-90
lux (Galeano et al., 2011).

La prueba se realiz6 a los 30 dias post-natales (P30). Cada rata fue
colocada sobre la plataforma central mirando hacia un brazo abier-
to y se le permitio explorar libremente el laberinto por 5 minutos.
Después de cada sesion, el aparato fue limpiado con 70% etanol y
secado. Las variables dependientes fueron: tiempo en brazos abier-
tos (indice de ansiedad) y tiempo en brazos cerrados (indice de
actividad motora exploratoria). El tiempo fue medido en segundos.

3. RESULTADOS

Los resultados se expresaron como medias = ETM (error tipico de
la media). Se realizd un Andlisis de Varianza (ANOVA) y luego el
estadistico Fisher Post Hoc (DMS). La homocedasticidad fue previa-
mente testeada. Se utilizo el programa SPSS 17.0 para el analisis
estadistico.

3.1. Actividad motora exploratoria

Se registraron diferencias significativas entre los grupos en cuanto
al tiempo en brazos cerrados (F, ,,=4.949; p=0.01).

Tabla 1.

Resultados de Anova. Tiempo en brazos cerrados.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Inter-grupos 14685,653 3 4895,218 4949 010
Intra-grupos 19780,972 20 989,049
Total 34466,625 23

Los andlisis post-hoc revelaron que el tiempo de exploracion de las
ratas asficticas fue significativamente menor que en el resto de los
grupos.
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Tabla 2.
Comparaciones post-hoc de Fisher (DMS). Tiempo en brazos cerrados

Intervalo de confian-

za al 95%
Diferencia de  Error Limite  Limite
(I) Grupo (J) Grupo  medias (I-J) tipico Sig. inferior superior
DMS C+ AP 20 65,111* 17,541 ,001 28,52 101,70
C+OEA10 7444 16,575 658 -27,13 42,02
AP 20 OEA 10 16,861 18,899 ,383 -22,56 56,28
AP 20 C+ -65,111* 17,541 ,001 -101,70 -28,52
C+ OEA 10 -57,667* 19,043 ,007 -97,39 -17,94
AP200EA10  -48,250* 21,097 ,033 -92,26 -4,24
C+0EA10 C+ -7,444 16,575 658 -42,02 27,13
AP 20 57,667 19,043 ,007 17,94 97,39
AP 20 OEA 10 9,417 20,300 ,648 -32,93 51,76
AP 20 OEA10 C+ -16,861 18,899 ,383 -56,28 22,56
AP 20 48,250 21,097 ,033 4,24 92,26
C+ OEA 10 -9,417 20,300 ,648 -51,76 32,93
3.2. Ansiedad

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en
cuanto al tiempo en brazos abiertos (/-'(320):1 .554; p=0.232).

Tabla 3.

Resultados de Anova. Tiempo en brazos abiertos.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1940,492 3 646,831 1,554 232
Intra-grupos 8325,133 20 416,257
Total 10265,625 23

4. DISCUSION Y RESULTADOS

El episodio de AP estaria asociado a una disminucion en la actividad
exploratoria sin modificaciones en los niveles de ansiedad. Estos
resultados, ya obtenidos en estudios previos de nuestro laboratorio
(Galeano et al., 2011) a los 90 dias post-natales (P90) fueron ob-
servados tempranamente (P30) en el presente trabajo. Estas modi-
ficaciones conductuales a los 30 dias post-natales asociadas a AP
podrian estar relacionadas con los cambios en el citoesqueleto del
neoestriado de F-actina registrados en ratas asficticas en el mis-
mo momento evolutivo (P30), los cuales estarian involucrados en el
proceso de muerte neuronal inducido por AP (Saraceno et al., 2012)
Sin embargo, el principal hallazgo del presente estudio tiene que
ver con el mejoramiento en la actividad motora exploratoria asocia-
do al tratamiento con OEA (en una dosis de 10 mg/kg). Estos resul-
tados podrian vincularse con la aparente accion anti-inflamatoria
del compuesto, que seria neuroprotectora (Galan Rodriguez et al.,
2009; Lo Verme et al., 2005; Sun et al., 2007). De hecho, en un es-
tudio reciente de nuestro laboratorio, se encontré que la OEA podria
prevenir la neuroinflamacion en las ratas asficticas (Blanco et al.,
2014). Estos resultados sugieren que el tratamiento con OEA podria
constituir una posible herramienta terapéutica para AP.
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