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La combinación de atorvastatina y meloxicam inhibe 
la neuroinflamación y atenúa el daño celular en la
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Introducción. El accidente cerebrovascular es la segunda causa de muerte y la primera de discapacidad 
en el mundo, y más de 85 % es de origen isquémico. 
Objetivo. Evaluar en un modelo de infarto cerebral por embolia arterial el efecto de la atorvastatina 
y el meloxicam, administrados por separado y de forma conjunta, sobre la respuesta neuronal, los 
astrocitos y la microglia.
Materiales y métodos. Se sometieron ratas Wistar a embolia de la arteria carótida y a tratamiento 
con meloxicam y atorvastatina, administrados por separado y conjuntamente, a las 6, 24, 48 y 72 
horas. Se evaluó la reacción de las proteínas COX-2, GFAP y OX-42 en las neuronas, los astrocitos 
y la microglia mediante inmunohistoquímica y estudios morfológicos y de densitometría. Los datos 
obtenidos se evaluaron por medio de un análisis de varianza y de pruebas no paramétricas de 
comparación múltiple.
Resultados. La isquemia cerebral por embolia arterial incrementó significativamente (p<0,001) la 
reacción de los astrocitos y la microglia, en tanto que la atorvastatina y el meloxicam, administrados 
por separado y de forma conjunta, la redujeron. La isquemia produjo acortamiento de las 
proyecciones de los astrocitos, engrosamiento celular, ruptura de las expansiones protoplásmicas 
(clasmatodendrosis) y cambios morfológicos en la microglia propios de diversas etapas de actividad. 
En las zonas circundantes del foco se incrementó la reacción inmunológica de la COX-2 y se redujo 
en el foco isquémico, en tanto que el meloxicam y la atorvastatina redujeron significativamente 
(p<0,001) la reacción inmunológica en la zona circundante del foco, restableciendo la marcación de la 
ciclooxigenasa en el foco isquémico.
Conclusión. La combinación de meloxicam y atorvastatina atenúa la respuesta de los astrocitos y la 
microglia en el proceso inflamatorio posterior a la isquemia cerebral por embolia arterial, reduciendo la 
degeneración neuronal y restableciendo el equilibrio morfológico y funcional del tejido nervioso. 

Palabras clave: astrocitos, ciclooxigenasa, isquemia encefálica, microglia.
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Atorvastatin-meloxicam association inhibits neuroinflammation and attenuates the cellular 
damage in cerebral ischemia by arterial embolism.

Introduction: Stroke is the second leading cause of death and the first cause of disability in the world, 
with more than 85% of the cases having ischemic origin. 
Objective: To evaluate in an embolism model of stroke the effect of atorvastatin and meloxicam on 
neurons, astrocytes and microglia. This evaluation was done administering each medication individually 
and in association.
Materials and methods: Wistar rats were subjected to carotid arterial embolism and treatment with 
meloxicam and atorvastatin at 6, 24, 48 and 72 hours. Using immunohistochemistry, we evaluated 
the immunoreactivity of COX-2 protein, GFAP and OX-42 in neurons, astrocytes and microglia by 
densitometric and morphological studies. Data were evaluated by variance analysis and non-parametric 
multiple comparison. 
Results: Cerebral ischemia by arterial embolism increased significantly the reactivity of microglia 
and astrocytes (p<0.001), whereas it was reduced by atorvastatin, meloxicam and their association. 
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Ischemia produced astrocytic shortening, cellular thickening, protoplasmic rupture expansions 
(clasmatodendrosis) and microglial morphological changes characteristic of various activity stages. In 
perifocal areas, immunoreactivity of COX-2 was increased and in the ischemic focus it was reduced, 
while meloxicam and atorvastatin significantly reduced (p<0.001) perifocal immunoreactivity, restoring 
the marking of cyclooxygenase in the ischemic focus. 
Conclusion: These results suggest that the meloxicam-atorvastatin association attenuates astrocytic 
and microglial response in the inflammatory process after cerebral ischemia by arterial embolism, 
reducing neurodegeneration and restoring the morphological and functional balance of nervous tissue.

Key words: astrocytes, cyclooxygenase, brain ischemia, microglia.
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El accidente cerebrovascular es la segunda causa 
de muerte en el mundo (1,2), y más 85 % de los 
casos son de tipo isquémico (3,4). La isquemia 
cerebral es ocasionada por la oclusión de una 
arteria principal, lo que interrumpe el flujo de 
sangre al cerebro e instaura un fallo energético 
por disminución del aporte de oxígeno y glucosa, 
por la alteración en la producción del trifosfato de 
adenosina (adenosine triphosphate, ATP) y de los 
gradientes iónicos, así como por la liberación de 
elevadas cantidades de glutamato. El glutamato 
liberado en exceso en el espacio extracelular lleva 
a la muerte neuronal por excitotoxicidad debido al 
estímulo de los receptores, al aumento del calcio 
intracelular y a la acidosis metabólica establecida, 
lo cual contribuye al daño isquémico y a la 
activación de proteínas y enzimas que participan 
en los procesos de la muerte celular (4-6).

En el proceso inflamatorio del cerebro diversos 
factores solubles pueden mediar, influenciar y 
regular la actividad de las neuroglias y las neuronas; 
además, en fases tempranas, se activan los 
astrocitos y la microglia, y esta última migra hacia el 
sitio del daño y libera citocinas proinflamatorias (7).

Los astrocitos son el tipo de célula más numeroso en 
el cerebro y se encuentran involucrados dinámica-
mente en la transmisión sináptica, la homeostasis 
iónica y metabólica, la respuesta inflamatoria, 
la producción de antioxidantes, el soporte trófico 
de las neuronas, así como en el establecimiento 
y mantenimiento de la barrera hematoencefálica; 
además, cumplen una función protectora mediante 
la captación de iones y neurotransmisores del 
espacio extracelular que ayudan a limitar el daño 
excitotóxico en las neuronas vecinas (6-9).

Los astrocitos responden activamente a las seña-
les enviadas por las neuronas, el endotelio y la 
microglia, siendo una característica prominente 
la gliosis reactiva en respuesta a un daño; los 
astrocitos reactivos experimentan cambios en su 
morfología y en la expresión de diversas moléculas, 
entre ellas, la proteína acídica fibrilar de la neuroglia 
(Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP), la cual es 
sobrerregulada, coincidiendo con la hipertrofia 
celular (8-10).

Por otro lado, la microglia corresponde a la línea 
celular inmunoefectora del cerebro, cuya actividad 
se encuentra regulada por las condiciones del 
ambiente que la rodean. Normalmente, las células 
de la microglia se caracterizan por poseer un 
cuerpo celular pequeño desde el cual proyectan 
prolongaciones finas y ramificadas con una baja 
expresión de antígenos de superficie. Durante la 
lesión cerebral, la microglia experimenta cambios 
rápidos en su programa efector, transformando su 
morfología, proliferando y liberando componentes 
proinflamatorios, e incrementando la expresión de 
antígenos de superficie inmunomoduladores (7,11). 
Los cambios en el ambiente cerebral inducidos 
por la isquemia generan variadas respuestas fisio-
patológicas en la microglia, las cuales se evidencian 
en la transformación de una microglia vigilante en 
una en estado reactivo; entre estas respuestas se 
encuentra el aumento de la expresión de algunas 
moléculas de superficie como la integrina CD11b 
(OX-42), la cual se considera un indicador de 
la activación de la microglia . Asimismo, en una 
primera etapa de activación, la microglia cambia 
morfológicamente sin llegar a ser fagocítica, pero 
en caso de presentarse degeneración neuronal, 
puede transformarse en una célula con estas 
características (7,11). Además de la activación de 
las células de la neuroglia, durante la isquemia 
cerebral se incrementa la liberación de factores 
solubles mediadores de la inflamación, entre estos 
las prostaglandinas, que son producidas por la 
actividad enzimática de la ciclooxigenasa (COX) 
a partir del ácido araquidónico (12). 



368

Biomédica 2014;34:366-78De los Reyes LM, Céspedes AE

Existen dos isoformas principales de la COX, la 
COX-1, que se expresa constitutivamente en la 
mayoría de los tejidos, y la COX-2, usualmente 
inducida por estímulos inflamatorios (forma 
inducible). En el cerebro, la COX-2 se expresa 
constitutivamente y representa la principal iso-
forma bajo condiciones fisiológicas (13,14). En 
condiciones basales se ha demostrado que la 
COX-2 es un importante mediador en la transmisión 
de las sinapsis excitadoras glutamatérgicas, la 
potenciación a largo plazo y la plasticidad sináptica; 
sin embargo, siendo una enzima inducible, la 
expresión y la actividad de la COX-2 aumentan 
mucho frente a los estímulos proinflamatorios y 
de activación de los receptores del N-metil-D-
aspartato (NMDA) (14,15).

Aunque se ha logrado avanzar sustancialmente en 
el conocimiento de la fisiopatología de la isquemia 
cerebral, aún deben aclararse muchos de los 
eventos celulares y subcelulares que se suscitan 
en las neuronas, la neuroglia y la microglia. De 
otra parte, existen pocas alternativas terapéuticas 
aprobadas para el tratamiento de la isquemia 
cerebral, con excepción del factor activador del 
plasminógeno tisular recombinante (Recombinant 
Tissue Plasminogen Activator, rt-PA) y ciertos 
fármacos trombolíticos de variada eficacia (16).

Por estas razones, es necesario buscar nuevas alter-
nativas de tratamiento para la isquemia cerebral, 
entre las cuales la asociación farmacológica de 
un inhibidor selectivo de la COX-2 (meloxicam) y 
un fármaco inhibidor de una enzima pivote en la 
síntesis del colesterol (atorvastatina) ha demostrado 
favorecer la recuperación tisular y reducir el daño 
neuronal mediante diversos mecanismos (17).

Esta investigación tuvo como objetivo principal 
evaluar, en un modelo de infarto cerebral por 
embolia arterial, el efecto de la atorvastatina y 
el meloxicam, administrados por separado y de 
forma combinada, sobre la respuesta celular de las 
neuronas, los astrocitos y la microglia por medio 
de los biomarcadores COX-2, GFAP y OX-42, 
determinando los patrones de reacción inmuno-
lógica de estas proteínas en el tejido isquémico.

Materiales y métodos

Animales de experimentación

Se utilizaron 32 ratas Wistar hembra con 211±15 g 
de peso, mantenidas bajo condiciones controladas 
de bioterio a una temperatura de 22±2 °C, con                                                                                                              
70±5 % de humedad relativa, ciclos de luz y 
oscuridad de 12 horas, agua ad libitum y ración                                                                                                

diaria de alimento (15 g por animal). Los proce-
dimientos experimentales se efectuaron siguiendo 
las normas internacionales de protección y manejo 
de animales de laboratorio (18) y atendiendo a lo 
señalado en la Ley 84 de 1989 sobre protección 
animal en Colombia y la Resolución 8430 de 1993. 
La investigación fue aprobada por el Comité Local 
de Ética de la Universidad del Tolima.

Diseño experimental

Los animales se distribuyeron aleatoriamente 
en cuatro grupos experimentales (n=20) y cuatro 
grupos de control (n=12). Los animales de los 
grupos experimentales (1 a 4) se sometieron 
a isquemia cerebral por embolia arterial y los 
controles (isquemia simulada) se intervinieron 
quirúrgicamente pero no fueron sometidos a embolia 
(grupos 5 a 8). A los animales de los grupos 1 y 
5 se les administró meloxicam (2,5 mg/kg), a los 
de los grupos 2 y 6, atorvastatina cálcica (10 mg/
kg) y a los de los grupos 3 y 7, una  combinación 
de meloxicam (2,5 mg/kg) y atorvastatina (10 mg/
kg), en tanto que a los de los grupos 4 y 8 se les 
administró carboximetilcelulosa como placebo. En 
todos los casos, las dosis se diluyeron en 2 ml de 
solución salina y se administraron mediante una 
sonda esofagogástrica curva abotonada N° 18 
(para rata). Las dosis fueron administradas a las 
6, 24, 48 y 72 horas después de la cirugía, tanto 
a los animales isquémicos como a aquellos con 
isquemia simulada.

Anestesia

Los procedimientos quirúrgicos se realizaron bajo 
anestesia somática profunda mediante la combina-
ción de xilacina al 2 % (5 mg/kg) y ketamina al 5 % 
(90 mg/kg) por vía intraperitoneal; se suministró, 
además, sulfato de atropina 1:1000 (100 µg/kg) 
por vía subcutánea, como vagolítico y protector 
del miocardio.

Modelo de isquemia cerebral

Los animales se intervinieron quirúrgicamente 
siguiendo el protocolo de Kudo, et al. (19), con 
algunas modificaciones propias de nuestro labo-
ratorio, las cuales se describen a continuación. Se 
expuso la arteria carótida común derecha y, en la 
bifurcación de la carótida interna y la externa, se 
colocó temporalmente una pinza microvascular 
de aneurisma (FST N° 00400-03) justo encima 
del origen de la carótida externa, y se dispuso una 
banda de látex alrededor de la carótida común, 15 
mm por debajo de su bifurcación. A través de una 
microincisión en la carótida común se introdujo un 
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catéter de poliestireno N° 24 en el cráneo a través 
de la carótida interna, dirigido hacia la bifurcación 
de la arteria cerebral media y la cerebral anterior, 
y en este sitio se inyectó el coágulo ya formado 
resuspendido en un volumen de 400 µl de solución 
salina isotónica (NaCl). 

La preparación del coágulo se hizo in situ, siguiendo 
el método propuesto por Wang, et al. (20,21), con 
las siguientes modificaciones: se cargaron 50 µl 
de sangre de la arteria carótida común mediante 
presión negativa con jeringuilla de 1 ml acoplada al 
catéter, el cual contenía 50 µl de trombina bovina 
alfa (α-tb13NIH/U –HTI Lab, BCT 1020); después de 
tres minutos, se formó el coagulo, se resuspendió 
en 400 µl de solución salina y se inyectó lentamente 
por medio del catéter dirigido hacia la bifurcación 
arterial (cerebral media y cerebral anterior). Se 
retiró el catéter y se ligó la arteria carótida común 
craneal y caudalmente con polipropileno 4/0; luego 
se retiraron la pinza de aneurisma y la banda de 
látex, y a continuación se suturó la piel en un solo 
plano con nailon quirúrgico (prolene 4/0).

La temperatura corporal se controló con termómetro 
rectal digital durante la operación y los animales 
se colocaron en cajas de recuperación con agua y 
alimento ad libitum. El tiempo de la cirugía fue de 
20 minutos, en promedio.

Perfusión y procesamiento de los cerebros

Pasadas 48 horas de la última dosis de trata-
miento, los animales se sacrificaron bajo anestesia 
general con una mezcla de xilazina (10 mg/kg) 
y pentobarbital sódico (60 mg/kg), administrada 
por vía intraperitoneal; luego se perfundieron 
con solución salina isotónica (200 ml) por vía 
intracardiaca y avance aórtico y, posteriormente, 
con paraformaldehído al 4 % en solución tampón 
de fosfato 0,1 M pH 7,4 (200 ml). Los cerebros se 
extrajeron y se fijaron durante 48 horas en para-
formaldehído al 4 % a 4 °C. Se obtuvieron cortes 
coronales de 50 µm con vibrátomo (Vibratome 
1500®) y se mantuvieron en solución tampón 
de fosfato (PB 0,1M) a 4 °C o en preservación 
criogénica (-20 °C), hasta el montaje de las pruebas 
inmunohistoquímicas.

Pruebas inmunohistoquímicas

Como marcadores de la actividad de la neuroglia 
(astrocitos), se utilizó el anticuerpo contra la 
proteína acídica fibrilar de la neuroglia (Anti-GFAP 
Rabbit 1:500, Sigma), el CD11b (Anti-OX42 Mouse 
anti-Rat1:100 Millipore) para la microglia y anti-
COX-2 (Rabbit 1:100 Abcam) como marcador de la 

actividad de la ciclooxigenasa 2. Se emplearon los 
bregmas comprendidos entre -2,8 y -3,8 para cada 
uno de los marcadores y las pruebas se montaron 
por duplicado. 

La inmunohistoquímica convencional se realizó 
empleando la técnica del complejo avidina-biotina-
peroxidasa. Los cortes se trataron con una solución 
de inhibición de la peroxidasa endógena durante 
20 minutos (metanol: PB 0,1 M 1:1 y H2O2 1 %), se 
lavaron tres veces con PB 0,1 M y se mantuvieron en 
solución de bloqueo (BSA 1 %, TritonX-1003 % y PB 
0,1 M) durante 90 minutos a temperatura ambiente 
y, a continuación, se incubaron con el anticuerpo 
primario diluido en solución de incubación (Triton 
X-100 0,3 %, BSA 0,3 %, PB 0,1M) a 4 °C durante 
toda una noche; posteriormente, previo lavado con 
PB 0,1 M, se incubaron en los anticuerpos secundarios 
correspondientes (Goat anti-Rabbit 1:400 y Goat 
anti-Mouse 1:200 Thermo Scientific) por 120 minutos 
a temperatura ambiente y seguidamente con el 
complejo avidina-biotina-peroxidasa (1:250 A y 1:250 
B) durante 120 minutos a temperatura ambiente, 
manteniéndolos protegidos de la luz y en agitación 
constante (shaker); después de tres lavados con 
PB 0,1 M, se reveló con el cromógeno diamino-
bencidina (DAB 1,8 mg/ml - H2O2 0,02 %). 

Los cortes se montaron en láminas gelatinizadas, 
se secaron a temperatura ambiente durante 24 
horas y se sometieron a deshidratación por 
gradiente creciente de alcoholes (70, 96, 100 %) 
y xileno; finalmente, se cubrieron con laminillas y 
sellante resinoso (Consult mount).

Obtención y procesamiento de las imágenes

Para la evaluación de la reacción de las células de 
la neuroglia (astrocitos y microglia) y de la enzima 
ciclooxigenasa 2, se tomaron fotografías de los 
cortes en el hemisferio ipsilateral. La reacción 
inmunológica se registró fotográficamente en 
microscopio óptico (Motic BA210®) y cámara digital 
(Moticam 2000®). Las imágenes digitales se proce-
saron con el software Fiji-Image J 1.45 (NIH) por 
densitometría y cuantificación en unidades relativas.

Análisis de los datos

Los datos se procesaron mediante análisis de 
varianza (ANOVA) no paramétrica y comparación 
múltiple entre medias de tratamientos (Dunns) 
una vez hechos la prueba de homogeneidad de 
varianzas y el test de normalidad. Los datos se 
analizaron con el programa Graph Pad (Prism v. 5.0) 
y se expresaron como la media ± error estándar. El 
nivel de significación se fijó en p<0,05.
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Resultados

Infarto por embolia arterial

La embolia de la arteria cerebral media, producida 
con el empleo de la trombina bovina alfa (α-tb), 
resultó en un infarto similar al de los modelos 
focales, que afectó principalmente la corteza cere-
bral y, en algunas ocasiones, el cuerpo estriado y 
el hipocampo. Las zonas infartadas se evaluaron 
en experimentos previos mediante la tinción con 
cloruro de trifenil-tetrazolio (tryphenil tetrazolium 
chloride, TTC) (no se presentan los datos).

Reacción de los astrocitos

Se evaluó el efecto de la isquemia y de los 
tratamientos sobre la reacción de los astrocitos 
en diversos territorios encefálicos (zona CA1 del 
hipocampo, corteza somatosensorial y putamen 
caudado), 120 horas después de la cirugía. 
En la zona CA1 del hipocampo se encontró un 
aumento en la reacción de los astrocitos, aunque 
sin diferencias significativas entre los grupos de 
animales isquémicos y con isquemia simulada (no 
se presentan los datos). 

Por el contrario, en la corteza somatosensorial la 
reacción inmunológica de la GFAP fue evidente en 
los animales isquémicos comparados con aquellos 
con isquemia simulada (figura 1A), mostrando 
una distribución diferencial de los astrocitos. En 
esta zona se encontraron diferencias significativas 
entre los grupos de animales con isquemia tratados 
con placebo (*p<0,05), los isquémicos tratados 
con meloxicam  (**p<0,01), con atorvastatina (IA) 
(***p<0,001) y con la combinación de meloxicam 
y atorvastatina (***p<0,001), frente al grupo con 
isquemia simulada tratado con placebo (figura 1D). 
Además, se observaron cambios morfológicos 
en los astrocitos, con aumento del tamaño del 
cuerpo celular y retracción de las proyecciones; 
particularmente en aquellos con isquemia tratados 
con placebo, se evidenció la presencia de restos 
celulares (figura 1C, 1-2). 

Por otro lado, los astrocitos de los grupos de 
animales con isquemia tratados con meloxicam, de 
los tratados con atorvastatina y de los tratados con 
la combinación de ambos fármacos, mantuvieron 
sus proyecciones con menor retracción y presen-
taron menos restos celulares (figura 1C, 3-4). 
Igualmente, en el cuerpo estriado se hallaron 
diferencias significativas entre los grupos de 
animales con isquemia tratados con placebo y 
de aquellos con isquemia simulada tratados con 
placebo (*p<0,05), entre los isquémicos y aquellos 

con isquemia simulada tratados con meloxicam 
(**p<0,01), y los grupos de animales con isquemia 
y con isquemia simulada tratados con atorvastatina 
(*p<0,05), excepto cuando se trató del grupo 
de isquémicos tratados con la combinación de 
atorvastatina y meloxicam (figura 1B,1E).

Reacción de la microglia

Aunque se evaluaron varios territorios encefálicos 
como la corteza somatosensorial, el hipocampo, 
el cuerpo estriado, los núcleos talámicos, la 
zona paraventricular, el tracto óptico y el cuerpo 
calloso, fue en la fimbria del hipocampo donde 
se evidenciaron cambios constantes en la 
reacción de la microglia 120 horas después de 
la isquemia, mientras que en las otras zonas 
evaluadas la distribución de la microglia varió 
entre los individuos y su activación dependió de 
si la zona era parte del foco isquémico (figura 
2C). En esta zona se observó una acentuada 
reacción de la microglia en los grupos isquémicos 
(tratados con placebo, con meloxicam y con 
atorvastatina y meloxicam) comparados con los                             
controles (figura 2A).

Asimismo, se hallaron diferencias muy significativas 
en la reacción de la microglia  entre los isquémicos  
y aquellos con isquemia simulada tratados con 
placebo (****p<0,0001), entre los animales con 
isquemia simulada y los isquémicos tratados con 
meloxicam (****p<0,0001), entre los animales con                                                                                               
isquemia simulada y los isquémicos tratados con                                                                                                           
la combinación de atorvastatina y meloxicam 
(****p<0,0001), y entre los isquémicos tratados 
con placebo y los tratados con atorvastatina 
(****p<0,0001) (figura 2D). 

Contrariamente a lo observado en los grupos 
isquémicos tratados con meloxicam y con la 
combinación de meloxicam y atorvastatina, el 
tratamiento con atorvastatina disminuyó la marca-
ción inmunológica de la OX42, a tal punto que 
la reacción de la microglia en respuesta a la 
isquemia mostró un comportamiento similar al de 
los grupos de animales con isquemia simulada 
tratados con placebo (figura 2A1, A6). Además, se 
observaron cambios morfológicos representados 
en el acortamiento de las proyecciones y el 
aumento del cuerpo celular (figura 2, B2). En 
el foco isquémico y en las zonas limítrofes, se 
encontraron diferentes grados de transforma-
ción morfológica de la microglia, desde formas 
ramificadas y estados intermedios hasta formas 
similares a la ameba.
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Figura 1. Efecto de la isquemia cerebral por embolia y de la combinación de meloxicam y atorvastatina sobre la reacción de los astrocitos 
en la corteza somatosensorial (A) y el cuerpo estriado (B). Imágenes representativas de la reacción inmunológica de los astrocitos  
(GFAP) en los grupos de animales con isquemia simulada tratados con placebo (1), de los tratados con meloxicam (3), de los tratados con 
atorvastatina (5), de los tratados con atorvastatina y meloxicam (7), así como de los isquémicos tratados con placebo (2), con meloxicam 
(4), con atorvastina (6), y con atorvastina y meloxicam (8) (10X). C) Imágenes ampliadas (100X) de astrocitos individuales en la corteza 
somatosensorial de los grupos de animales con isquemia simulada tratados con placebo (1), de los isquémicos tratados con placebo (2), de 
los animales con isquemia simulada tratados con atorvastatina (3) y de los isquémicos tratados con atorvastatina (4) (barra de escala=20 
µm). D) Se observan diferencias significativas entre los grupos de animales con isquemia simulada y los isquémicos tratados con placebo 
(*p<0,05), los animales con isquemia simulada tratados con placebo y los isquémicos tratados con meloxicam (**p<0,01), de animales con 
isquemia simulada tratados com placebo y los isquémicos tratados con atorvastatina (***p<0,001) y los animales com isquemia simulada 
tratados com placebo y los isquémicos tratados con atorvastatina y meloxicam (***p<0,001). Entre los grupos de animales isquémicos 
tratados con placebo, con meloxicam, con atorvastatina y con ambos fármacos, no se observaron diferencias significativas. E) Se aprecia 
un incremento significativo en la reacción inmunológica de la GFAP (p<0,05) en el cuerpo estriado de los grupos isquémicos (tratados 
con placebo, atorvastatina y meloxican) comparados con sus respectivos controles. No se observaron diferencias significativas entre los 
grupos de animales con isquemia simulada tratados con meloxicam y atorvastatina, y los isquémicos tratados con la misma combinación. 
Los datos están expresados como la media ± error estándar. Barra de escala en A y B=100 µm
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Figura 2. Efecto de la isquemia cerebral por embolia y de la combinación de meloxicam y atorvastatina sobre la reacción de la microglia 
en el perímetro del foco en la fimbria del hipocampo (A). Imágenes representativas de la reacción inmunológica de la microglia (OX-42) 
en los grupos de animales con isquemia simulada tratados con placebo (1), con meloxicam (3), con atorvastatina (5) y con atorvastatina 
y meloxicam (7), los isquémicos tratados con placebo (2), con meloxicam 4), con atorvastina (6) y con atorvastina y meloxicam (8) (10X). 
B) Imágenes ampliadas (100X) de células de la microglia en el hipocampo de los grupos de animales con isquemia simulada tratados con 
placebo (1), de isquémicos tratados con placebo (2), de animales con isquemia simulada (3) e isquémicos tratados con atorvastatina (4) 
(barra de escala=20 µm). C) Reacción de la OX-42 en el foco isquémico de la corteza somatosensorial (1), zona CA2 del hipocampo (2), 
núcleos talámicos (3) y putamen caudado (4) a 10X (barra de escala=100 µm). En el recuadro de la figura C-1 se muestra una célula con 
morfología similar a la ameba (100X). D) Reacción inmunológica de la OX-42; se observan diferencias muy significativas (****p<0,0001) 
entre los grupos de animales isquémicos tratados con placebo, con meloxicam y con meloxicam y atorvastatina Vs. los respectivos 
controles, e igualmente entre los grupos de animales isquémicos tratados con placebo y los isquémicos tratados con atorvastatina 
(****p<0,0001). Los datos están expresados como la media ± error estándar. 



373

Biomédica 2014;34:366-78 Meloxicam y atorvastatina en isquemia cerebral

Reacción inmunológica de la ciclooxigenasa 2

Se encontró una distribución de la reacción 
inmunológica de la enzima COX-2 en todos 
los sectores y capas corticales, así como en el 
hipocampo (giro dentado y CA3), de los grupos 
de animales con isquemia simulada. Al comparar 
el grupo de animales isquémicos tratados con 
placebo y aquellos con isquemia simulada tratados 
con placebo, se observó una disminución de la 
reacción de la enzima en zonas muy definidas del 
foco y un incremento en las zonas limítrofes del 
foco isquémico y en las zonas de penumbra, tales 
como la corteza somatosensorial primaria y el giro 
dentado del hipocampo (figura 3A1-2, 3B 1-2). 

En la corteza somatosensorial primaria del grupo 
de isquémicos tratados con placebo, se observó 
reacción excesiva de la COX-2 con diferencias muy 
significativas en relación con el grupo con isquemia 
simulada tratado con placebo (***p<0,001). En los 
grupos tratados se evidenció una marcada reducción 
en la reacción inmunológica de la COX-2, lo 
que difiere sustancialmente de lo observado en 
el grupo de isquémicos tratados con placebo 
frente a los grupos de isquémicos tratados con 
meloxicam (**p<0,01), de isquémicos tratados con 
atorvastatina (***p<0,001) y de isquémicos tratados 
con la combinación de los dos fármacos (**p<0,01) 
(figura 3C). Igualmente, se observaron diferencias 
significativas entre los grupos con isquemia simulada 
y el de isquémicos tratados con atorvastatina  
(***p<0,001) (figura 3C), notándose una mayor 
reacción de la COX-2 en el grupo de animales con 
isquemia simulada tratados con atorvastatina que 
en el de isquémicos tratados con el mismo fármaco. 

En el giro dentado del hipocampo solo se eviden-
ciaron diferencias entre los grupos con isquemia 
simulada y de isquémicos tratados con placebo 
(*p<0,05) (figura 3D). Aunque no se advirtieron 
diferencias con respecto al placebo en los grupos 
tratados, sí se pudo observar una tendencia a la 
disminución de la reacción de la COX-2 en los grupos 
isquémicos tratados con meloxicam, atorvastatina 
y con la combinación de ambos fármacos (figura 
3B 2, 4, 6, 8). Además, se observó que, al igual 
que en la corteza somatosensorial, el efecto de la 
atorvastatina en el giro dentado tendió a aumentar 
la reacción de la enzima en el grupo con isquemia 
simulada (figura 3B, 5).

Discusión

Los patrones de distribución de las lesiones 
observadas en la corteza y, ocasionalmente, en el 

cuerpo estriado y el hipocampo, fueron similares 
a los descritos por otros autores en el modelo de 
isquemia por embolia arterial (21) y en el modelo 
focal de oclusión temporal de la arteria cerebral 
media (22,23). En ambos modelos, las lesiones 
concuerdan con las que se observan en humanos 
como resultado de la oclusión de la arteria cerebral 
media o de alguna de sus ramas (19), lo que 
coincide con lo descrito en esta investigación.

En este estudio se evidenciaron los cambios 
de la actividad en los astrocitos y la microglia 
subsiguientes a la isquemia cerebral, lo cual se 
relaciona con la modulación de las proteínas GFAP 
y OX-42. El aumento significativo en la reacción 
de la proteína GFAP en la corteza somatosensorial 
y en el cuerpo estriado coincide con lo descrito 
por Stoll, et al. (24), quienes manifiestan que la 
sobreexpresión de esta proteína es una de las 
características más relevantes de la respuesta de 
los astrocitos frente a la isquemia cerebral, junto 
con su hipertrofia e hiperplasia (24); además, el 
aumento del tamaño del cuerpo celular y del engro-
samiento de las proyecciones de los astrocitos 
observados en el grupo de animales isquémicos 
tratados con placebo, con reacción positiva y 
astrocitos fragmentados, puede interpretarse como 
daño celular de la neuroglia (clasmatodendrosis) 
asociado a la pérdida de su integridad como 
consecuencia de la acidosis celular (25).

De otra parte, la sobreexpresión de GFAP en 
astrocitos reactivos (hipertróficos) se ha relacionado 
con la protección neuronal, dado que los astrocitos 
ayudan a regular el glutamato extracelular (10).

En un estudio de Ouyang, et al. (8), se demostró que 
ante la disminución de oxígeno y de glucosa, los 
astrocitos de la zona CA1 del hipocampo reducían 
su capacidad para captar glutamato extracelular, lo 
que desembocó en un descenso en la reacción de 
la GFAP y en la consecuente pérdida de la función 
del astrocito, lo cual, a su vez, se ha relacionado 
con la muerte neuronal (8).

Teniendo en cuenta que el presente estudio se 
realizó 120 horas después de la isquemia, se 
observó una población heterogénea de astrocitos 
(funcionales y no funcionales) en el grupo de 
animales isquémicos tratados con placebo y es 
probable que los astrocitos inmunorreactivos 
correspondieran a células hipertróficas en proceso 
de captación del glutamato extracelular para garan-
tizar la supervivencia neuronal. En los grupos de 
animales isquémicos tratados con meloxicam, con 
atorvastatina y con la combinación de ambos la  
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Figura 3. Efecto de la isquemia cerebral por embolia y de la combinación de meloxicam y atorvastatina sobre la reacción de la ciclooxigenasa 
2 en la corteza somatosensorial (A) y en el giro dentado del hipocampo (B). Imágenes representativas de la reacción inmunológica de 
la COX-2 en los grupos de animales con isquemia simulada tratados com placebo (1), con meloxicam (3), con atorvastatina (5) y 
con atorvastatina y meloxicam (7), y los animales isquémicos tratados con placebo (2), con meloxicam (4), con atorvastina (6) y con 
atorvastina y meloxicam (8) (40X, barra de escala=50 µm). C) Reacción inmunológica de la COX-2 en la corteza somatosensorial; se 
observan diferencias muy significativas entre los grupos de animales con isquemia simulada y los isquémicos tratados con placebo 
(***p<0,001) y los isquémicos tratados con placebo y con meloxicam (**p<0,01), los isquémicos tratados con placeco y los tratados con 
atorvastatina (***p<0,001), y los isquémicos tratados con placebo y con meloxicam y atorvastatina (**p<0,01). Se aprecian diferencias 
entre los animales con isquemia simulada y los isquémicos tratados con atorvastatina (***p<0,001). D) Reacción inmunológica de la 
COX-2 en el giro dentado del hipocampo; se observan diferencias significativas entre los grupos de animales con isquemia simulada y 
los isquémicos tratados con placebo (*p<0,05), pero no entre los isquémicos tratados con placebo, con meloxicam, con atorvastatina 
y con meloxicam y atorvastatina. Los recuadros en A y B (esquina superior derecha) corresponden a células individuales en escala de 
grises (100X, barra de escala=20 µm). Los datos están expresados como la media ± error estándar. 
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reacción de la GFAP fue significativamente mayor 
(p<0,01) que en los controles, aunque la morfología 
de los astrocitos se mantuvo homogénea, lo 
cual sugiere que el meloxicam, administrado por 
separado o en combinación con la atorvastatina, 
favorece la supervivencia de los astrocitos que han 
reaccionado a la lesión, pero que mantienen su 
función. Es probable que los tratamientos modulen 
positivamente la respuesta de los astrocitos frente 
al daño, manteniendo su integridad celular y 
conservando su capacidad como reguladores de 
la homeostasis.

En cuanto a la reacción de la proteína OX-42 de 
la microglia, esta se incrementó significativamente 
en los animales isquémicos a las 120 horas de la 
embolia. Dicha reacción se ha documentado en los 
estudios de otros autores sobre la isquemia cerebral 
experimental (26-29). El incremento en la reacción 
de la OX-42 se ha relacionado directamente con 
el proceso de activación de la microglia (26), 
por lo cual se supone que la detectada en este 
estudio estaba activa. En otro estudio (27) también 
fue evidente la activación de la microglia en el 
hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado) en momentos 
similares; sin embargo, en la presente investigación 
no se detectó reacción de la OX-42 en estas zonas 
(figura 2D, 2) sino únicamente en los casos en los 
que el foco isquémico se extendió a ese territorio, 
lo cual pudo obedecer a la migración de las células 
de la microglia hacia el área lesionada.

Otros autores (26,28) han descrito que, después de 
24 horas de haberse producido la lesión, la mayoría 
de las células de la microglia se encontraban en 
las zonas limítrofes y en el centro de la lesión, 
exhibiendo diferentes estados de activación repre-
sentados en cambios morfológicos (retracción de 
las proyecciones, aumento de tamaño del cuerpo 
celular y morfología redondeada de tipo similar a 
la ameba), tal como se presentó en este estudio 
(figura 2 C1). Con relación a las formas similares 
a la ameba, se ha demostrado en otros trabajos 
que la proteína ED-1 se expresa en las células de 
la microglia en proceso de fagocitosis en el mismo 
sitio de la proteína OX-42 y que la transformación 
de las muchas ramificaciones de la microglia en 
una forma similar a la ameba está relacionada 
con un cambio de actividad orientado a iniciar el 
proceso de fagocitosis (30,31).

En la fimbria del hipocampo, el aumento significativo 
de la reacción de la OX-42 permitió establecer 
una morfología primordialmente ramificada, lo 
cual se ha relacionado en otros estudios con 

un fenotipo de protección neuronal (28) y como 
parte de los procesos de plasticidad neuronal 
(26,31) y remodelación sináptica, orquestando 
un equilibrio entre la formación de sinapsis y 
la muerte neuronal en los territorios lesionados 
(32,33). Esto puede indicar que la microglia 
ramificada probablemente es la responsable del 
mantenimiento de las sinapsis entre las redes 
neuronales que conectan el hipocampo con otras 
zonas cerebrales. La ausencia de las formas 
similares a la ameba y la presencia de las formas 
ramificadas de la microglia representan una señal 
favorable para la integridad de los cordones 
axonales que cruzan hacia diversos territorios 
estableciendo la red sináptica.

Simultáneamente con el incremento en la reacción 
de la GFAP y la OX-42 por efecto de la isquemia 
cerebral, se aumentó significativamente la reacción 
de la enzima COX-2, principalmente en la corteza 
somatosensorial primaria y en el giro dentado del 
hipocampo, lo cual concuerda con lo reportado por 
otros autores, quienes encontraron una inducción 
dramática de la enzima COX-2 en las zonas 
aledañas al foco (34-37).

El aumento en la reacción de la COX-2 se ha 
asociado a la activación de la isoforma inducible de 
la enzima, vinculada a la elevación de prostaglan-
dinas proinflamatorias como la PGE2 que median 
en los procesos de daño neuronal, plasticidad 
sináptica aberrante y respuestas inmunitarias e 
inflamatorias (34-38). Se ha demostrado que la 
activación de la isoforma inducible de la COX-2 se 
hace mediante la estimulación de los receptores 
NMDA, principalmente los extrasinápticos (37).

En el presente estudio el aumento en la reacción 
de la COX-2 a las 120 horas de la isquemia, 
probablemente correspondió a un estímulo soste-
nido de la activación de la isoforma inducible de 
la COX-2 concordante con un proceso inflamatorio 
persistente.

De otra parte, la actividad de la COX-2 se ha 
asociado a la proliferación de células progenitoras 
neurales bajo condiciones fisiológicas y en zonas                                                                                         
de formación de neuronas, como la zona sub-
granular del giro dentado del hipocampo, células 
éstas que en algunas circunstancias pueden 
desviarse de su vía normal hacia sitios de lesión 
como respuesta a un daño (39). Sasaki, et al. (40), 
comprobaron que la isquemia cerebral incrementa 
transitoriamente la formación de neuronas en el giro 
dentado del hipocampo y está unida a la actividad 
de la COX-2 en las neuronas y los astrocitos, los 
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cuales probablemente actúan como moduladores 
de la proliferación de las células progenitoras 
neurales (40). 

En el presente estudio se encontró un aumento 
significativo en la reacción de la COX-2 en el giro 
dentado en los animales isquémicos no tratados; 
sin embargo, en los grupos isquémicos tratados 
con meloxicam y atorvastatina también se encontró 
un incremento en la reacción de la COX-2 en esta 
zona, comparados con los controles pero sin 
diferencias entre ellos. Es posible que la persistente 
reacción de la COX-2 en el giro dentado en los 
grupos tratados se relacione con la capacidad 
del hipocampo para iniciar procesos de formación 
neuronal a partir de un estímulo lesivo, indicando, 
probablemente, que las células del giro dentado 
del hipocampo podrían favorecer los procesos de 
reparación tisular.

Contrariamente a lo encontrado en el hipocampo, se 
observó una reducción significativa en la reacción 
de la COX-2 en la corteza somatosensorial de 
los animales isquémicos tratados con meloxicam 
(p<0,01), con atorvastatina (p<0,001) y con la 
combinación de los dos fármacos (p<0,01), lo que 
concuerda con lo descrito por otros autores cuando 
se han empleado antiinflamatorios no esteroides 
como inhibidores selectivos y no selectivos de 
la enzima COX-2 (12,34). En el 2006, Gómez-
Hernández, et al. (41), encontraron una disminución 
en la expresión de la COX-2, así como de la enzima 
responsable de la síntesis de la prostaglandina, la 
E2 (mPGE2), y de los receptores EP-1, EP-3 y EP-4 
de la prostaglandina E2, en placas ateroescleró-
ticas después del tratamiento con atorvastatina. 
Asimismo, en el 2010, Piermartiri, et al. (42), 
empleando un modelo in vitro de la enfermedad de 
Alzheimer, hallaron una disminución en la expresión 
de la COX-2 y señales de protección en las células 
del hipocampo frente a la peroxidación lipídica 
después del tratamiento con atorvastatina.

Algunos autores han señalado que la disminución 
en la reacción de la COX-2 durante un proceso 
patológico podría favorecer la supervivencia de 
las células neuronales y la plasticidad sináptica 
(12,33,40-43), y que la actividad prolongada de 
la COX-2 podría afectar el metabolismo del ácido 
araquidónico a nivel neuronal, desviando la síntesis 
de metabolitos benéficos hacia la producción de 
radicales libres (43).

En síntesis, la isquemia cerebral inducida por 
embolia arterial mostró patrones de reacción de los 
astrocitos y la microglia y focos de lesión isquémica 

distribuidos particularmente en la corteza somato-
sensorial, el cuerpo estriado y ciertas regiones 
del hipocampo (CA1 y GD). Además de los 
cambios por reacción acentuada ya descritos, se 
observaron transformaciones celulares sugestivas 
de la sobrerregulación de las proteínas GFAP de 
los astrocitos y del CD11 (OX 42 de la microglia). 
Estos cambios se relacionan con la modificación 
propia de los diversos procesos de actividad de 
la neuroglia subsiguiente a la isquemia, incluida 
la reducción de dichos procesos, el incremento 
en la densidad de los cuerpos celulares y la 
transformación fenotípica, particularmente de la 
microglia reactiva, dejando en evidencia las formas 
propias de las diversas etapas de actividad de estas 
células implicadas en la respuesta inmunológica a 
las lesiones.

Simultáneamente con los cambios de reacción 
inmunológica de la GFAP y la OX 42, el incremento 
significativo en la reacción enzimática de la COX 
2 ratifica los eventos fisiopatológicos ya descritos 
relativos a la respuesta inflamatoria a partir de 
la isoforma inducible. En el presente estudio, el 
incremento en la reacción inmunológica de la 
COX 2 concuerda con lo descrito por otros autores 
en relación con la marcación de membranas 
celulares activadas durante los eventos poste-
riores a la isquemia y la reperfusión; sin embargo, 
la reducción en la reacción de la COX-2 a nivel 
cortical por efecto de los tratamientos con 
meloxicam y atorvastatina, indica una respuesta 
propiciadora de la supervivencia en territorio 
isquémico, lo que concuerda con la reducción 
en la síntesis local de moléculas proinflamatorias 
como productos metabólicos potencialmente 
citotóxicos (38).

En conclusión, los tratamientos de la isquemia 
con atorvastatina y meloxicam, administrados 
por separado o conjuntamente, lograron reducir 
significativamente la reacción inmunológica de la 
microglia y de la forma inducible de la COX-2 y, 
aunque se evidenció un incremento en la reacción 
inmunológica de los astrocitos (positivos para 
GFAP), estos mantuvieron las características 
morfológicas típicas de las células de la neuroglia 
en diversas fases de su actividad en pro del 
equilibrio y la plasticidad celular, con lo cual se 
reduce el riesgo de muerte celular a las 120 
horas de la isquemia y se confiere un efecto de 
protección neuronal al reducir la citotoxicidad en el 
tejido afectado y al favorecer la modulación en la 
actividad de la neuroglia.
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Teniendo en cuenta lo expuesto, los autores 
consideran que la combinación de meloxicam y 
atorvastina favorece más la supervivencia y la 
modulación celular de los astrocitos y la micro-
glia, así como la disminución de los procesos 
inflamatorios lesivos para el encéfalo, que su 
administración por separado.
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