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Resumen

La enfermedad cerebrovascular (ECV) isquémica es la tercera causa de muerte en Estados
Unidos y otros paises industrializados, produce una discapacidad importante en sobrevi-
vientes. Una de las consecuencias mds importantes del ictus isquémico es el dafio cerebral,
resultante de una mezcla compleja de procesos entre los que se incluye la excitotoxicidad
mediada por el neurotransmisor glutamato. La excitotoxicidad tiene un papel central en la
patologia cerebrovascular, pero también en situaciones de trauma agudo y diversas enfer-
medades neurodegenerativas. El modelo de isquemia cerebral focal por oclusion de la arteria
cerebral media (ACM) en ratas mediante la técnica del filamento intraluminal, ocasiona
una lesion frontoparietal cortical y dorsolateral del estriado, permite evaluar fendmenos de
estrés celular en el foco isquémico o en dreas de oligemia o penumbra. La isquemia cerebral
desencadena una secuencia de fendmenos moleculares que se inician con el déficit energético
relacionado con la interrupcion de los procesos de fosforilacion oxidativa y la produccion
de adenosin trifosfato (ATP). Estos procesos puede ser responsables de varias enfermedades
neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer, la lesion cerebral isquémica,
epilepsia y esquizofrenia. El estudio de estos procesos podria aumentar la comprension de
la fisiopatologia de la isquemia cerebral, permitiendo el avance en el disefio de estrategias
neuroprotectoras, logrando una disminucion en la mortalidad y la discapacidad de los
pacientes con lesion isquémica.

Palabras clave: isquemia cerebral focal, neurociencias, nurogenesis, neurodege-
neracion.
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Abstract

The ischemic brain disease (IBD) or ischemic stroke is the third cause of death in United
States and other industrialized countries, and it generates major disabilities in these pa-
tients. One of the most important consequences in the ischemic ictus is the cerebral dam-
age, which is a consequence of a complex mixture of biochemical processes. Among them
the excitoxicity mediated by glutamate. Not only has excitoxicity a central role in the IBD,
but also in situations of acute trauma and in diverse neurodegenerative diseases. The focal
model of obstruction of the middle cerebral artery (MCA) in rats by means of intraluminal
suture that causes a cortical frontoparietal lesion as well as in the dorsolateral striatum
allows evaluating the phenomena of cellular stress in the ischemic focus or in oligaemia
areas or ischemic penumbra. The cerebral ischemia unchains a sequence of molecular phe-
nomena that begin with the lack of energy secondary to the interruption of the processes
of oxidative phosphorylation and the deficit of adenosin triphosphate (ATP) production.
These processes could be responsible for several degenerative illnesses such as Alzheimer’s
disease, ischemic stroke, epilepsy and schizophrenia. The study of these processes could
increase the understanding of the pathophysiology of cerebral ischemia, allowing progress
in design of neuroprotective strategies, achieving to decrease the mortality and morbidity
of patients with IBD.

Key words: focal brain ischemia, neuroscience, neurogenesis, neurodegeneration.

INTRODUCCION

Laenfermedad cerebrovascular (ECV)isqué-
mica es la tercera causa de muerte en Estados
Unidos y otros paises industrializados, y
genera una muerte cada 3 a 4 minutos, para
una mortalidad anual de méas de 137 265
personas (1, 2). Adicionalmente, cada afio
aproximadamente 795 000 personas sufren
unataque cerebrovascular nuevo orecurrente
(2) y produce una discapacidad importante
en sobrevivientes (1).

En paises con economias no establecidas,
como Colombia, la ECV isquémica tiene una
prevalencia de 19.9 % (IC 95 % 14,3-27,4)
dentro de los trastornos neurolégicos mas
comunes (3) y representa la cuarta causa
de mortalidad, la segunda de afios de vida
potenciales perdidos (AVPP) y la quinta de
anos devidasaludable perdidos (AVISA) (4).

Una de las consecuencias mds importantes
delictusisquémico es el daho cerebral, resul-
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tante de una mezcla compleja de procesos,
entre los que se incluye la excitotoxicidad,
una forma de muerte neuronal producida
principalmente por la sobreactivacién de los
receptores para el neurotransmisor glutamato
del tipo NMDA (5).

La excitotoxicidad tiene un papel central en
la patologia cerebrovascular, pero también
en situaciones de trauma agudo y diversas
enfermedades neurodegenerativas (6). No
obstante, debido a la estrecha ventana de
accién delosrecursos terapéuticos existentes,
se hace necesario establecer nuevas estra-
tegias de investigacion basica para poder
profundizar en los aspectos fisiopatolégicos
y farmacolégicos de la enfermedad vascular
cerebral isquémica (7,8). Debido a las limi-
taciones técnicas y éticas que dificultan el
estudio fisiopatoldgico de los fenémenos
de isquemia cerebral en muestras de tejido
humano, muchas de las hipétesis clinicas en
esta area del conocimiento se utilizan mode-
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los experimentales de isquemia cerebral en
animales para abordarlas (9).

Entender el rol de varios factores patdégenos
intrinsecos y extrinsecos del dafio isquémico
representa un objetivo primordial en estu-
dios de lesion cerebral isquémica; para esto,
los modelos experimentales de isquemia
cerebral se usan ampliamente en el mundo
(10-15). Aunque se utilizan diversos tipos
de especies, los roedores, especialmente las
ratas, tienen una amplia aceptacién, ya que
ofrecen varias ventajas: como el bajo costo y
debido a su pequefio tamaiio, facilidad para
lamanipulacién, menor gasto enlos suminis-
tros deinvestigacion, relativahomogeneidad
genética y rapidez en la procreacion, simili-
tud importante con la anatomia y fisiologia
cerebrovascular del hombre al comparar con
otras especies, como hdmsteres, perros o gatos
(16-19 ), y gran aceptacion en los aspectos
ecoldgicos y éticos (18).

En consecuencia, el objetivo de esta revi-
sion es describir brevemente el modelo de
isquemia cerebral focal mediante la técnica
de filamento intraluminal en roedores y su
importancia en el campo de la investigacion
bésica, especialmente las neurociencias y los
procesos neurodegenerativos.

MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL
FOCAL (ICF) CON OCLUSION DE LA
ACM EN RATAS

La isquemia cerebral focal con filamento
intraluminal en ratas constituye un modelo
Optimo y reconocido para valorar los meca-
nismos que sobre la supervivencia neuronal
pueden ejercer diferentes sustancias. El mo-
delo de isquemia cerebral focal con oclusion
intraluminal de la arteria cerebral media
(ACM) (12), que ha dado apoyo a varios
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grupos (20) ocasiona una lesién frontopa-
rietal cortical y dorsolateral del estriado, y
permite evaluar fendmenos de estrés celular
en el foco isquémico o en dreas de oligemia
o penumbra como el hipocampo o el sector
medial del estriado (21, 22).

Uno de los aspectos més importantes del
modelo de lesién vascular focal consiste en
que permite evaluar cambios a distancia,
no isquémicos (23-25). La Sustancia Negra
Reticulata (SNr) es un discreto sector del
sistema nervioso central no irrigado por
la ACM, pero que presenta importantes
cambios exo-focales como consecuencia de
la isquemia del territorio de la ACM; se ha
observado que después de inducir la lesion
en el territorio de la arteria en mencion, en
el lapso de tres dias el 47.7 % de neuronas
de la SNr desaparece por mecanismos rela-
cionados con excitotoxicidad glutamatérgica
(26, 24). Se ha descrito que este cambio obe-
dece a un desequilibrio entre los procesos de
excitacion e inhibicién; en la SNr: la lesiéon
corticoestriatal por lesién del territorio de la
ACM ocasiona una amputacioén de las vias
gabaérgicas estriatonigrales y palidonigrales,
lo que ocasionaun predominiodelaactividad
glutamatérgica proveniente de las aferencias
corticales y subtaldmicas (27).

Varios investigadores se han esforzado en
crear modelos de isquemia cerebral focal
en ratas y ratones sin craneotomia y con
posibilidad de reperfusion vascular; en los
ultimos afios estos modelos constituyen una
importante estrategia de investigacion de la
lesion vascular cerebral (10, 11, 13,28, 29). La
técnica con la que se logra fue desarrollada
inicialmente en ratas de forma simultdnea
en 1989 por Longa y colaboradores y por
Nagasawa y Kogure (11-13); ambos grupos
se basaron en el modelo experimental en
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ratas propuesto por Koizumi y colaborado-
res (1986). En términos generales, la técnica
consiste en introducir por via cervical, a tra-
vés de la ACI, un monofilamento de nylon
que alcanza el origen de la ACM; mas tarde,
dependiendo del tiempo que se determine,
el nylon se retira del lecho arterial, lo que
permite la reperfusion vascular.

La técnica de Longa et al. (1989) ha sido
complementada por Belayeb et al. (11-13),
quienes comprobaron queal recubrirelnylon
con poli-l-lisina, un polimetro catiénico, se
incrementaba la adhesion del nylon al en-
dotelio vascular de naturaleza anidnica, lo
que genera un infarto de mayor tamano y
con menor variabilidad entre los diferentes
especimenes. Nagasawa y Kogure desde su
descripcién original de la técnica recubren el
nylon con silicona mezclada con una sustan-
cia “endurecedora” que podria producir un
mecanismosimilar deadhesién del filamento
al endotelio vascular, como lo propuesto por
Belayeb (12).

FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA
CEREBRAL FOCAL

La oclusién aguda de una de las mayores
arterias cerebrales comola ACM produce una
inmediata reduccion del flujo cerebral en el
areadeirrigacion correspondiente (isquemia
focal), la reduccién del flujo sanguineo no
es homogénea en el sector comprometido
y puede cambiar en minutos u horas, espe-
cialmente cuando se instaura la reperfusiéon
(29). La isquemia se torna severa en el de-
nominado foco isquémico: en la periferia de
este se establece un anillo denominado area
de penumbra, en el cual la disminucién del
flujo es menos grave gracias a los aportes
sanguineos de las colaterales arteriales del
tejido adyacente no isquémico (30).
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El impacto de la isquemia cerebral depende
de la severidad y la duracién de la reduc-
cién del flujo sanguineo. La isquemia poco
severa pero prolongada produce cambios
equivalentes a unaisquemia cortay grave, sin
embargo, se ha determinado que fendmenos
moleculares como la inhibicién de la sintesis
proteica eslamisma sinimportarla duracion
de la isquemia (31).

Cuando la obstruccién arterial cesa se des-
encadena una fase de incremento del flujo
sanguineo en el territorio isquémico, el cual
sehadenominadohiperemia postisquémica,
que se sigue de un periodo mas prolongado
de hipoperfusion postisquémica (32). La
reperfusion postisquémica no se logra com-
pletamente, porlo general quedan parchesde
tejido en los cuales no se vuelve a restablecer
el flujo sanguineo, lo que se ha denominado
fendmeno de no reflujo, el cual es mas desta-
cado entre mas prolongada sea la isquemia;
este fendmeno de no reflujo se corresponde
con los sitios de necrosis tisular.

La muerte celular en la isquemia puede su-
ceder de distintas maneras; la mas comun,
descrita en los tratados clasicos, es la muerte
necroética, también denominada oncosis o
necrofanerosis (33, 34), que resulta de la falla
energética aguda con pérdida de la morfolo-
gia celular, desequilibrio i6nico y finalmente
lisis con desencadenamiento de procesos
inflamatorios (35, 36). Por otro lado, puede
observarse la muerte apoptética o muerte
celular programada, en la cual se activan
mecanismos intracelulares dependientes de
energia que llevan a una degradacion regu-
lada de la célula que mas tarde es eliminada
por células fagociticas sin desencadenar
reaccion inflamatoria (37-39). Enla isquemia
cerebral aguda se generan los dos tipos de
muerte celular, pero hay confusiones debido
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a que el proceso necrético puede ocasionar
tambiénla activacion de enzimas proteoliticas
caracteristicas de la via apoptética.

Muchos otros procesos tienen repercusion
en el dano final del tejido; entre estos se en-
cuentra la liberaciéon de citoquinas (40 41),
la activacion de proteasas de serina (42), la
diferente vulnerabilidad a la isquemia de
algunos grupos neuronales (por ejemplo, el
sector CA1 del hipocampo, las laminas IIl y
Vdelacortezay el estriado son mds sensibles
a la isquemia) (43, 44) y los fenémenos de
tolerancia isquémica desencadenados por
episodios previos de isquemia (Precondicio-
namiento) (45).

ANATOMOPATOLOGIA E
HISTOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA

Losinfartos cerebrales se definen como dreas
denecrosis quese desarrollanensitiosdonde
ha ocurrido isquemia severa, la morfologia
es variada, y puede consistir en infartos
isquémicos o hemorragicos (40). El infarto
hemorragico es consecuencia de la reperfu-
sion postisquémica principalmente tardia;
puede ser ocasionado por la reapertura de
la luz arterial, por obstruccién parcial de la
arteria o por suministrodesangre proveniente
de otros vasos que irrigan el tejido necrético
(41). Laisquemia severaseasociaconareas de
infarto completo con necrosis tisular, edema
e inflamacion; con el transcurso de las horas
el tejido se licua y se generan soluciones de
continuidad; a este fenémeno sele denomina
necrosis colicuativa (44).

Desde el punto de vista histopatolégico con
tincion de hematoxilina y eosina, la prime-
ra alteracién visible al microscopio de luz
Optico ocurre aproximadamente a las 12
horas, teniendo en cuanta que esto depende
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del modelo y del tiempo de oclusién utiliza-
do; consiste en que las neuronas afectadas
presentan un citoplasma eosinéfilo con un
nucleo contraido; a este fenémeno se le ha
denominado alteracién neuronal isquémica
(neuronas rojas) (41). Horas después se ob-
servaedema celular, el nticleo se ve contraido
e hipercromético (picnético), sin nucléolo y
desplazado a la periferia de la neurona. Mas
tardiamente hay ruptura de la membrana
nuclear y destruccion del niicleo (cariolisis);
ademas, la ruptura de la membrana celular
histolégicamente se observa como sectores
de intensa reaccién basoéfila con pérdida
de la morfologia celular (42). En la corteza
cerebral el proceso es diseminado, aunque
no totalmente uniforme, se observan grupos
de células lesionadas en las proximidades de
neuronas normales (44).

FISIOPATOLOGIA MOLECULAR DE LA
ISQUEMIA

La isquemia cerebral desencadena una se-
cuencia de fenémenos moleculares a corto
y largo plazo que se inician con la falla
energética relacionada con la interrupcién
de los procesos de fosforilacion oxidativa y
el déficitenla produccién de adenosin trifos-
fato (ATP). La interrupcién de los gradientes
iénicos transmembranales debido a fallas en
la bomba de sodio-potasio ATPasa y otras
bombas iénicas dependientes de energia son
el punto fundamental relacionado con los
mecanismos fisiopatolégicos de la isquemia,
y especialmente de la muerte celular en el
foco isquémico si la obstruccién vascular se
prolonga por unos minutos (46). Lasneuronas
y células gliales se despolarizan exagerada-
mente por la entrada de sodio, cloro, calcio y
agua al citoplasma (47), ademads sale potasio,
y debido a este se produce un incremento
inusitado de potasio extracelular (48).
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Figura 1. Secuencia fisiopatolégica como consecuencia de un infarto
cerebral. Obsérvese que el incremento intracelular de calcio esta
implicado tanto en los fenémenos de muerte neuronal necrética como en
los fendmenos de muerte celular programada o apoptosis.
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Figura 2.Secuencia temporal aproximada de los mecanismos asociados al dafio en la
isquemia cerebral focal.
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La falla energética y los cambios idnicos
asociados ocasionan un incremento de glu-
tamato, una sobrexcitacién de receptores
glutamatérgicos, tanto de N-metil-D-aspar-
tato (NMDA) ionotréficos y matabotréficos,
como de receptores de a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazole propionico (AMPA), lo
que confluye en un incremento aun mayor
de calcio intracelular (figuras 1y 2) (49, 50).
Este incremento de calcio intracelular no
depende exclusivamente de la activacion
de receptores de glutamato sino de la esti-
mulacion de canales de calcio dependientes
de voltaje (50). La sobreexcitacién ocasiona
el fenémeno de despolarizacion periinfarto,
la cual incrementa el gasto energético, es-
pecialmente cuando la membrana intenta
repolarizarse (51, 30, 52).

El incremento de calcio, aunado a la acidosis
y a la despolarizacién periinfarto, contribu-
yen a la iniciacién del dafio; mas tarde, la
inflamacién y la activacion de fenémenos
apoptoticos contribuyen a incrementar la
lesién (37). Por otro lado, durante la isque-
mia, y especialmente durante la reperfusion,
se generan radicales libres, entre los que se
incluye el 6xidonitrico (NO). Estas moléculas
altamente reactivas se producen en estados
iniciales y tardios de la isquemia cerebral
mediante mecanismos fisiopatoldgicos dife-
rentes: primeramente, las especies reactivas
de oxigeno se producen por el metabolismo
del acido araquidonico y la oxido nitrico
sintasa neuronal (nNOS); en estados inter-
medios, los radicales libres de oxigeno son
el aporte correspondiente a la infiltracion de
neutrdéfilos en el area isquémica; en estados
mas tardios interviene lasintesis y activacion
delasenzimas oxidonitrico sintasainducible
(INOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (53, 54).
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La isquemia cerebral desencadena una serie
compleja de hechos moleculares, entre los
cuales se encuentra la activacion y expresion
de genes. Algunos de estos fenémenos par-
ten de la reaccion inmediata de la neurona
a la injuria (55); otros se asocian a procesos
celulares que determinan el destino préximo
de la neurona comprometida (56), y otros
coordinan los mecanismos de la reparacion
de la neurona y los tejidos (57, 58).

Entre otros fendmenos moleculares recono-
cidos durante el proceso isquémico se en-
cuentran la activacién de genes de expresion
rapida (IEG) (55), la induccién de genes de
proteinas de choque térmico (HSP) (56), la
activacion de genes relacionados con: cito-
quinasinflamatorias y moléculas deadhesién
celular (59),induccién de genes delasenzimas
iNOS y COX-2 (53), induccién de genes de
productos relacionados conlamuerte celular
programada (60) e induccion de genes rela-
cionados con factores de crecimiento (57, 58).

IMPLICACIONES PARA LA
INVESTIGACION EN NEUROCIENCIA

Desde mediados de los 80, los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA) se han impli-
cado en el desarrollo de varios trastornos
neurolégicos y psiquiatricos, ademas de ser
reconocidos como uno de los principales
mediadores de lesion tras isquemia cerebral
(61). De ahi el gran interés que ha despertado
conocer su rol en los fenémenos de muerte-
reparaciéon después de isquemia cerebral
experimental. Los NMDARs son canales de
calcioregulados por voltajey porligando con
varias subunidades, cuya activacién genera
un flujo neto de iones de calcio. Debido a su
rolmediadorenlos procesos de excitocicidad
(62, 63), la hipotesis excitoxica plantea que
la excesiva estimulacion de los receptores
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NMDA puede desencadenar muerte celular
(64). Este proceso puede ser responsable de
varias enfermedades neurodegenerativas,
tales como la enfermedad de Alzheimer, la
lesion cerebral isquémica, epilepsia y esqui-
zofrenia (65). Los estudios con radioligandos
indican que los receptores de NMDA se
encuentran densamente distribuidos en la
corteza cerebral, hipocampo, estriado y la
amigdala (66). Eldano de esas dreasresultara
enalteraciones cognitivas y emocionales (67).
Dehecho, hay evidencia cientifica desde hace
mas o menos una década que demuestra que
la acumulacion cerebral de dcido glutamico,
asi como su excitocicidad, también juegan
un importante rol en la génesis del trastorno
depresivo (68) (69).

CONCLUSIONES

Los modelos de isquemia cerebral focal tran-
sitoria en ratas por obstruccién de la ACM
consuturaintraluminal han adquiridoen los
ultimos tiempos importancia para el estudio
de los fenémenos subyacentes al insulto is-
quémico, especialmente por su similitud con
lalesién humana. Este modelo experimental
de isquemia cerebral en ratas ha permitido a
varios grupos de investigacion en el mundo
adelantar estudios sobre los mecanismos de
lesién neuronal y generar nuevas hipétesis
sobre los procesos neurodegenerativos cere-
brales. Se espera que con la aplicacion de la
biologia molecular y la genética en el estudio
de la lesion cerebral isquémica se aumente
la comprensién de la fisiopatologia y se lo-
gre importantes avances en el fundamento
del disefio y la aplicacion de estrategias
neuroprotectoras que puedan ser llevadas a
ensayos clinicos y finalmente ayuden en la
disminucién de la muerte y la discapacidad
de los pacientes con lesién isquémica.
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